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Resumen 
El cultivo del arroz es de  importancia económica para el país ya que anualmente  registra 
una producción de alrededor de 20x105 toneladas de arroz paddy seco, lo cual se traduce en 
ganancias  importantes en el sector agrícola. Sin embargo después del proceso de cosecha 
se genera una cantidad de residuo igual o mayor al  producto obtenido. El objetivo de esta 
investigación fue evaluar la capacidad de los microorganismos aislados de suelos del cultivo 
de arroz para degradar el  residuo  conocido  como  tamo o paja para  ser  reincorporado al 
suelo.  Se  estableció  que  de  los  16  aislamientos  evaluados  Penicillium  sp  MF  3‐64  y 
Paecilomyces sp. presentaron actividad  degradativa promisoria debido a  la producción de 
celulasas totales a partir de caldo tamo, halos de hidrolisis en agar celulosa y producción de 
CO2 a partir de la degradación del sustrato. Se caracterizó la actividad enzimática de los dos 
aislamientos  seleccionados  por medio  de  un  diseño  factorial  irregular,  empleando  como 
factores la fuente de carbono y nitrógeno con 2 y 3 niveles respectivamente las variables de 
respuesta  fueron  las  actividades  enzimáticas  endoglucanasa,  celobiohidrolasa,  β‐
glucosidasa, encontrándose que  la carboximetilcelulosa y el sulfato de amonio  tienen una 
influencia positiva en la producción enzimática (p˂0,005). Adicionalmente, se determinó  la 
influencia  de  la  fuente  de  nitrógeno  en  la  producción  de  xilanasas  obteniéndose mayor 
actividad  enzimática  en  presencia  de  la misma.  Se  encontró  que  Penicillium  sp.  produce 
4000 UE/L de  β‐glucosidasa a diferencia de Paecilomyces  sp. que produce 225 UE/L; esta 
tendencia se encontró en las demás actividades enzimáticas evaluadas. En la evaluación de 
Penicillium sp. en fermentación solida empleando el residuo como sustrato, se obtuvieron  
actividades  enzimáticas  de  747  UE  β‐glucosidasa/g,  138  UE  Celobiohidrolasa/g,  y  10  UE 
Endoglucanasa/g,  así  como  una  reducción  en  el  porcentaje  de  celulosa  (4,6%)  y 
hemicelulosa (4,4%),  Adicionalmente se observó el cambio en la estructura del residuo y la 
colonización de los microorganismos sobre el mismo por medio de MEB. 
 
Palabras clave: Cultivo de arroz, tamo, celulasas, xilanasas, Penicillium sp. 
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Introducción 
 
El arroz se cultiva en más de cien países,   en un  rango de ambientes ecológicos, que van 
desde arroz secano a inundado, desde los 0 a 3000 msnm, en climas templados y tropicales 
en  suelos  de  condiciones  químicas  y  físicas  muy  variadas.  Para  obtener  rendimientos 
satisfactorios  es  necesario  un  suministro  adecuado  de  nutrientes.  Las  condiciones  más 
apropiadas para el arroz se presentan en suelos con pH entre 5 y 7, con texturas medianas a 
pesadas y con contenido moderado de materia orgánica (FEDEARROZ 2000).  
En Colombia algunos  suelos difícilmente proporcionan adecuadamente todos los nutrientes 
que  requiere  un  cultivo  como  el  del  arroz,  debido  a  esto  se  requiere  recurrentemente 
realizar una fertilización química con elementos como N, P,K,S, Mg. En especial el cultivo del 
arroz  requiere  de  grandes  cantidades  de  fertilización  ya  que  el  sistema  de  riego,  las 
actividades de labranza y las características de los suelos donde se cultiva no son propicios 
para el mantenimiento de los nutrientes en el suelo.   (Castilla et al. 2012). Adicionalmente 
la  demanda  del  cereal  es  alta  por  lo  cual  se  requiere  altos  rendimientos  por  lo  que  la 
fertilización  juega un papel  importante en el proceso de  siembra. Por otro  lado  la  rápida 
expansión  de  los  cultivos,  la  creciente  demanda  de  alimentos,  el  agotamiento  de 
combustibles  fósiles  y  el  rápido  deterioro  de  los  suelos  ha  llevado  a  la  aparición  de 
problemas ambientales,  los cuales requieren de  la aplicación de tecnologías que permitan 
utilizar de forma más eficaz los recursos. 
Sumado a esto  dentro del proceso de cosecha del arroz se generan grandes cantidades de 
desechos, ya que por cada  tonelada de producto se genera  la misma cantidad de  tamo o 
paja (Espinal 2005).  Este residuo   representa un problema para el agricultor ya que puede 
servir como propagador de plagas y  así mismo puede aumentar los problemas fitosanitarios 
dentro del cultivo. Estos residuos representan un bajo valor económico y muchas veces son 
apilados,  quemados  o  reincorporados  al  suelo  sin  una  degradación  previa,  lo  que  puede 
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causar  diferentes  problemas  en  el  suelo  como  por  ejemplo  la  iniciación  de  procesos 
anaeróbicos y la propagación de plagas. 
 Una alternativa para estos residuos podría ser la reincorporación al suelo después de haber 
sido  degradados  por  microorganismos  capaces  de  producir  enzimas  celulolíticas  y 
hemicelulolíticas  las  cuales  llevan  a  cabo  la  conversión de estos  residuos    a  fuentes más 
fácilmente  asimilables.  El  residuo    del  cultivo  de  arroz,  es  una  fuente  importante  de 
nutrientes por su composición en variadas fuentes de carbono, sin embargo su reutilización  
se  ve  disminuida  por  el  costo  y  trabajo  que  demandan  los  procesos  tanto  físicos  como 
químicos que se deben realizar para poner a disposición sustratos más simples producto de 
su degradación 
Los microorganismos productores de enzimas celulolíticas    ligninoliticas y hemiceluloliticas  
pueden  ofrecer  una  alternativa  a  la  degradación  de  estos  residuos.  Se  han  estudiado 
géneros  como  Trichoderma  y  Aspergillus  tratando  de  entender  el  sistema  enzimático 
celulolítico  y  en  algunos  casos  hemicelulolítico  (Sohail  et  al.  2009).    Sin  embargo  estos 
microorganismos  presentan  dificultades  en  alcanzar  una  degradación  eficiente  ya  que 
presentan  bajas  producciones  de  β  –  glucosidasa,  enzima  necesaria  para  completar  la 
hidrólisis del polímero. 
En Colombia  se ha estudiado el uso de Trichoderma  ressei   para  la degradación de estos 
residuos,  sin  embargo  es  de  interés  la  búsqueda  de microorganismos  que  presenten  la 
producción del sistema enzimático y que además presenten una eficiente degradación.  En 
el presente estudio se plantea la biodegradación del residuo para su posterior incorporación 
al suelo como una alternativa sustentable que podría brindar una solución a los problemas 
que se tiene actualmente con el tamo de arroz debido a su excesiva producción y a al poco 
aprovechamiento que se le da a este tipo de residuos. Para esto se planteó la selección de 
los aislamientos con  la mejor actividad celulolítica, y  la evaluación de  la producción de  las 
enzimas  que  componen  el  complejo  enzimático.  Así  mismo  se  evaluó  el  potencial  de 
degradación del residuo para establecer los mejores aislamientos en producción enzimática, 
colonización y degradación del residuo. 
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Capítulo 1. Revisión teórica 
1.1 El Cultivo del arroz 
El  arroz  (Oryza  sativa  L.)  es  un  alimento  básico  para más  de  la mitad  de  la  población 
mundial. Muchos  lo consideran el cultivo más  importante del mundo, principalmente si se 
toma en cuenta  la extensión cultivada y  la cantidad de gente que depende de su cosecha. 
Más  del  40%  de  la  población  mundial  depende  del  arroz  para  el  80%  de  su  dieta  y 
proporciona  el  20%  del  consumo  de  calorías  per  cápita  en  todo  el mundo  (Benavides & 
Segura 2005).  
El  cultivo  del  arroz  tiene  gran  importancia  económica.  En  América  Latina  y  el  Caribe  se 
siembran cerca de 6.7 millones de hectáreas de arroz, siendo  los principales productores: 
Brasil, Colombia, Ecuador, Perú y Venezuela  (Pantoja  1997). En Colombia, el arroz ocupa el 
primer lugar en términos de valor económico entre los cultivos de ciclo corto y es el tercer 
producto  agrícola  en  extensión,  después  del  café  y  el maíz.  Representa  el  13%  del  área 
cosechada y el 30% de los cultivos transitorios (Espinal 2005) (Benavides & Segura 2005). 
 
En el proceso de producción del arroz, además del producto comercial conocido como arroz 
blanco, proveniente del arroz paddy  (o con cascara), se generan varios  tipos de desechos 
según la etapa de producción. Una vez efectuado el proceso de trilla (que consiste en retirar 
la cáscara al paddy), se obtienen los primeros dos subproductos: el arroz integral (o brown) 
y  la  cascarilla del arroz. Esta última  se  considera  como desecho, aunque en ocasiones es 
usada como combustible para el proceso de secamiento, o en viveros y cultivos. 
Enseguida,  el  arroz  integral  (que  también  puede  destinarse  directamente  al  consumo 
humano), se pasa por un proceso de pulimento, a partir del cual se obtienen el arroz blanco 
y la harina de pulimento (o salvado de arroz). Esta última, se utiliza generalmente 
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como materia prima en la industria de alimentos balanceados para animales. Por otro lado 
durante el proceso de molinería por ejemplo,  se obtienen granos que no cumplen con el 
estándar  de  calidad  los  cuales  pueden  ser  vendidos  como  subproductos  ( Ministerio  de 
Agricultura y Desarrollo Rural Observatorio Agrocadenas Colombia 1996). En    la etapa de 
cosecha se generan grandes cantidades de tamo o paja  debido a que alrededor del 50% del 
peso seco de  la planta corresponde a este residuo, por  lo que por cada tonelada de grano 
cosechado se producen aproximadamente entre 1 y  1.35 toneladas de tamo  que no posee 
un valor comercial (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 1996) (Singh et al. 2010). 
 
1.2 Composición del residuo agrícola  
 
La pared celular de las células vegetales consiste en una mezcla compleja de polisacáridos y 
otros polímeros secretados por  la célula y ensamblados en una organización entramada y 
equilibrada  por  medio  de  un  conjunto  de  enlaces  covalentes  y  no  covalentes,  está 
compuesta por una matriz amorfa que contiene pectina, proteínas,  lignina y hemicelulosa 
dentro  de  la  cual  se  encuentra  embebida  la  fase microfibrilar  cristalina  compuesta  por 
celulosa;  a  este  polímero    junto  con  la  lignina  y  hemicelulosa  se  les  conoce  como 
lignocelulosa  (Fig 1.1) (Linda 1997). 
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celulosa  tienen una  fuerte  tendencia  a  formar enlaces por puentes de hidrogeno  intra e 
intermoleculares.  La  existencia  de  estos  enlaces  tiene  un  efecto  importante  en  la 
reactividad  que  presentan  las  cadenas  celulósicas.  Los  enlaces  de  hidrógeno 
intermoleculares permiten una estructura  fibrilar  terciaria de alta  cristalinidad,  las    zonas 
que  presentan  elevada  cristalinidad  son  difíciles  de  penetrar,  por  el  contrario  las  zonas 
relativamente más desordenadas (amorfas) son más accesibles y más susceptibles a todas 
las  reacciones  químicas  (Singhania  et  al.  2013),  (Kamide  2005)  .  Se  ha  estimado  que  la 
proporción de región cristalina es del 50 al 90% (Gan et al. 2003). 
 
Existen otras  características de  la molécula  a parte de  la  cristalinidad que  influyen  en  el 
proceso de degradación, como el área superficial accesible a las enzimas y las dimensiones 
de  los poros de  las fibras. Sin embargo dependiendo el origen,  la celulosa puede variar en 
cuanto  a  la  longitud  del  polímero  y  el  grado  de  interacción  entre  las  cadenas  que  lo 
conforman, así como el grado de polimerización alterando así las características anteriores 
(Gan et al. 2003). 
 
1.2.2 La Hemicelulosa 
La  hemicelulosa  es  la  estructura  que  sirve  de  conexion  entre  la  lignina  y  las  fibras  de 
celulosa proporcionando  estabilidad al entramado lignocelulosico, tiene un peso molecular 
mas bajo que la celulosa y está formada por ramificaciones con cadenas laterales cortas que 
consistenen diferentes azucares, por lo que se denomina como un heteropolimero. Algunos 
polisacáridos  representativos  de  la  hemicelulosa  encontrados  en  la  pared  celular  son: 
xilanos, mananos, glucomananos, galactoglucomananos, xiloglucanos y  calosa.(Hendriks & 
Zeeman 2009). 
 
El  compuesto hemicelulolítico más abundante en  las maderas duras  (angiospermas) es el 
xilano, mientras  que  en  las maderas  blandas  (gimnospermas)  es  el  galactoglucomanano, 
aunque esto puede variar dependiendo de  la especie de planta. En general el xilano es el 
componente mas abundante de  la hemicelulosa. Es un complejo   polisacarido compuesto 
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por unidades de    xilosa unidas por  enlaces  β‐1,4, modificados por una  gran  variedad de 
sustituyentes en cadenas laterales como acetil, arabinosil, uronil, unidos principalmediante 
en  el  C2  y  el  C3  de  las  xilosas  (Mo  et  al.  2010).  Adicionalmente  los  componentes  de  la 
hemicelulosa forman complejos entramados con la lignina por medio de enlaces tipo ester 
con los acidos ferúlicos y cumarílicos lo que proporciona la estabilidad a la lignocelulosa. 
 
1.3 Enzimas celulolíticas 
Para  el  aprovechamiento  de  los  sustratos  vegetales,  algunos microorganismos  producen 
enzimas capaces de degradar los componentes de la pared celular de las plantas, y a su vez 
esta  habilidad  es  aprovechada  en  la  industria  para  realizar  varios  tratamientos  a  fibras 
lignocelulósicas.  Estas  enzimas  se  conocen  con  el  nombre  de  celulasas  y  son  secretadas 
como  moléculas  libres  por  hongos  filamentosos,  actinomicetos  y  bacterias  aeróbicas 
(Singhania et al. 2010). 
Las  celulasas  son  enzimas  que  hidrolizan  el  enlace    β‐1,4‐  glicosídico  de  la  celulosa,  y 
generan como productos primarios glucosa, celobiosa y celo‐oligosacáridos. Este complejo 
enzimático,  comprende  las  Endoglucanasa  (EG)  (EC3.2.1.9),  Celobiohidrolasa  (CBH) 
(EC3.2.1.4), y las β‐glucosidasas (BGL) (EC3.2.1.21). En  la Figura 1.2 se muestra el esquema 
general de acción de complejo, en donde  la EG produce cortes en el polímero de celulosa 
principalmente  en  las  regiones  amorfas,  exponiendo  terminaciones  reductoras  y  no 
reductoras,  las CBH actúan por medio de estas  terminaciones  reductoras y no  reductoras 
para  liberar  celo‐oligosacáridos  y  celobiosa,  y  las BGL hidrolizan  la  celobiosa para  liberar 
glucosa completando la hidrolisis. El sistema de celulasas comprende a las tres enzimas, las 
cuales actúan sinérgicamente para convertir la celulosa en glucosa  (Singhania et al. 2013). 
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celobiosa, soforosa, glucosa y otros azucares como  inductores o represores varia con cada 
microorganismo, ha sido difícil encontrar mecanismos universales de inducción o represión 
pero en general es evidente que los mejores sustratos para la producción de estas enzimas 
son los celulósicos insolubles (Lockington et al. 2002), (Kaur et al. 2006), (Saibi et al. 2007). 
 
1.4 Enzimas hemicelulolíticas  
La  hemicelulosa  es  la  segunda  fracción más  abundante  en  la  naturaleza  después  de  la 
celulosa  y  comparada  con  esta,  posee  una  heterogeneidad  en  su  composición, haciendo 
que su proceso de degradación sea más complejo. Las enzimas hemicelulolíticas necesarias 
para  tal  degradación  se  clasifican  de  acuerdo  a  su  acción  sobre  diferentes  sustratos 
produciendo azúcares manoméricos y ácido acético como principales productos  (Sunna & 
Antranikian 1997)  
 El xilano es el principal carbohidrato encontrado en la hemicelulosa. La biodegradación de 
xilano requiere de complejos enzimáticos del tipo esterasas y glucanasas, estas enzimas son 
producidas por bacterias y hongos y son en su mayoría extracelulares (Sunna & Antranikian 
1997).  Dentro  de  estos  complejos  enzimáticos  se  encuentran  las  enzimas  endoxilanasas 
(E.C.  3.2.1.8);  las  cuales  actúa  al  azar  sobre  la  cadena  principal  del  xilano,  produciendo 
xilooligosacaridos y  la xilosidasa  (E.C. 3.2.1.37); que  libera xilosa de oligosacáridos cortos. 
Adicionalmente  es  necesaria  la  acción  de  enzimas  accesorias  como  la    α‐4‐O‐metil 
glucoronidasa, la  arabinofuranosidasa (E.C. 3.2.1.55); que remueve 1‐arabinofuranosa, la D‐
Glucuronidasa  (E.C.  3.2.1.139);  que  hidroliza  residuos  de  ácido  glucorónico metilado,  la 
acetil xilano esterasa (E.C. 3.1.1.72); que hidroliza grupos acetato de la cadena principal, y la 
feruloil  (E.C.  3.1.1.73)  y  cumaril  esterasa  (E.C.  3.1.1.‐)  las  cuales  hidrolizan  los  ácidos 
aromáticos unidos a los residuos de arabinofuronidasa (Chávez et al. 2006). 
La mayor parte de  la caracterización de  las enzimas hemiceluloliticas se  lleva a cabo sobre 
las endoxilanasas, debido a  la dificultad que existe para purificar  las otras enzimas. Se ha 
encontrado  que  los  complejos  enzimáticos  se  producen  en  una  amplia  variedad  con 
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diferente especificidad. Estudios demuestran que algunos tipos de  endoxilanasas producen 
principalmente  xilosa  y  xilobiosa, mientras  que  otras  producen  oligosacáridos  con  altos 
grados de polimerización. (Elegir G. et al 1994), (Chávez et al. 2006). 
 
1.5 Microorganismos productores de enzimas celuloliticas 
Existe  una  gran  variedad  de  microorganismos  envueltos  en  la  producción  de  celulasas 
incluyendo  bacterias  aeróbicas  y  anaeróbicas,  hongos  de  podredumbre  blanca  y 
microorganismos    anaerobios  (Singhania  et  al.  2010).  Las  celulasas  de muchas  bacterias 
celulolíticas  se organizan en  complejos multienzimáticos discretos,  llamados  celulosomas, 
las  múltiples  subunidades  de  celulosomas  se  componen  de  numerosos  dominios 
funcionales, que interactúan entre sí y con el sustrato celulósico; estas estructuras han sido 
identificadas  y  caracterizadas  en  bacterias  anaerobias  como  Clostridium  thermocellum 
(Bayera et al. 1994). 
 En hongos aún no se ha reportado una estructura similar a  la de  las bacterias anaerobias, 
sin embargo se han informado de la existencia de otras proteínas accesorias, que son parte 
de  los  complejos  enzimáticos  y  pueden  afectar  la  degradación  de materiales  celulósicos, 
pero no muestran comportamiento hidrolítico. Estas proteínas son producidas por hongos y 
plantas  y  se  conocen  como  expansinas.  Estas  enzimas  actúan  de  forma  tal  que  pueden 
generar una hinchazón en  la red de celulosa, perturbando  la estructura del sustrato, y así 
aumentando la accesibilidad de las celulasas (Luciano et al. 2012). 
Actualmente  se  sabe  que  los  más  eficientes  degradadores  de  celulosa  son  los  hongos 
filamentosos, los cuales presentan un sistema enzimático completo de celulasas capaces de 
degradar  parcial  o  totalmente  la  celulosa  en  celobiosa  y  glucosa.  La  capacidad  de 
degradación eficiente de  los hongos  radica en el crecimiento micelial que permite que el 
hongo  transporte  nutrientes  que  pueden  resultar  limitantes  como  nitrógeno  y  hierro  a 
lugares  distantes  (Niranjane  et  al.  2007),  (Singh  et  al.  2010).  Dentro  de  los  hongos  que 
presentan  más  eficiencia  en  la  degradación  de  compuestos  celulósicos  se  encuentran: 
26 
 
Trichoderma  viride,  Trichoderma  reesei,  Penicillium  pinophilum,  Sporotrichum 
pulverulentum,  Fusarium  solani,  Talaromyces  emersonii  Trichoderma  koningii,  y  Phlebia 
gigantea  (Latifian et al. 2007),  (Niranjane et al. 2007)(Jørgensen et al. 2004)(Juhász et al. 
2005). 
Otros microorganismos  productores  de  celulasas  incluyen  hongos  aeróbicos  termofílicos 
(Sporotrichum  thermophile,  Thermoascus  aurantiacus  y  Humicola  insolens),  hongos 
anaeróbicos  mesofílicos  (Neocallimastix  frontales,  Piromonas  communis,  Sphaeromonas 
communis),  bacterias  aeróbicas mesofílicas  y  termofílicas  (Bacillus  sp.,  Cellulomonas  sp., 
Cellvibrio  sp.,  Microbispora  bispora  y  Thermomonospora  sp.),  bacterias  anaeróbicas 
mesofílicas  y  termofílicas  (Acetivibrio  cellulolyticus,  Bacteroides  succinogenes, 
Ruminococcus  albus,  Ruminococcus  flavefaciens  y  Clostridium  thermocellum)  y 
actinomicetos  (Streptomyces    sp., Thermomonospora  sp.  y Thermobifida  sp.)  (Singh et al. 
2010) (Niranjane et al. 2007), (López & Freitas 2012a). 
1.6 Microorganismos productores de xilanasas 
El xilano es el mayor componente de  la hemicelulosa, en  la naturaleza  la degradación del 
xilano  es  llevada  a  cabo  por  diferentes  microorganismos  como  bacterias,  levaduras  y 
hongos (Abdel‐Sater & El‐Said 2001). 
Esta  capacidad  está  ampliamente  distribuida  entre  los  microorganismos  saprófitos,  así 
como entre  la microbiota del rumen. Estos microorganismos poseen sistemas enzimáticos 
complejos  para  llevar  a  cabo  la  degradación  del  xilano.  Dentro  de  los microorganismos 
productores de xilanasas se encuentran bacterias como Streptomyces sp y Bacillus subtilis. y 
hongos como Gloeophyllum  trabeum Penicillium oxalicum y   Aspergillus sp  (Li et al. 2010) 
(Sa et al. 2002), (Li et al. 2007), (Chapla et al. 2010). 
 Similar a  lo encontrado con bacterias celulolíticas, se han reportado estructuras  llamadas 
xilanosomas, similares a los celulosomas las cuales pueden jugar un importante papel en la 
degradación de  la hemicelulosa. Esta clase de estructuras se han encontrado en bacterias 
como Butyvibrio fibrisolvens y Clostridium papyrosolvens (Jiang et al. 2005). 
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Los  hongos  filamentosos  son  particularmente  importantes  para  la  industria  por  la 
producción  de  enzimas  xilanolíticas  ya  que  son  capaces  de  secretar  a  medio  grandes  
cantidades a diferencia de bacterias y levaduras (Li et al. 2006). Así mismo han demostrado 
producir un amplio rango de enzimas xilanolíticas, siendo Aspergillus sp y Trcichoderma sp. 
los géneros más ampliamente estudiados (Abdel‐Sater & El‐Said 2001). 
Al  realizar  aislamientos  de  microorganismos  degradadores  de  xilano  provenientes  de 
residuos agrícolas se han encontrado especies como: Aspergillus avus  A. niger  A. ochraceus  
A. terreus A. ustus, Penicillium chrysogenum P. corylophilum  P. duclauxii P. funiculosum  P. 
oxalicum  y  Trichoderma    harzianum  y  viride,  asi mismo  se  encontraron microorganismos 
como Cladosporium herbaru, Emericella nidulans   Epicoccum nigrum   Fusarium oxysporum  
Paecilomyces variotii (Abdel‐Sater & El‐Said 2001). 
 
1.7   Tratamiento de  los residuos agrícolas y alternativas de uso de 
los productos 
 
Dependiendo del origen   y sus características    la biomasa  lignocelulósica puede emplearse 
para diversos fines, entre ellos se encuentra la alimentación animal, generación de energía, 
la  generación  de  otros  productos  como  por  ejemplo  papel  y  la  utilización  como  abono 
orgánico dentro del mismo cultivo (Biomass Users Network (BUN‐CA) 2002). 
Dentro de este campo, la mayoría de desarrollo se ha centrado en la generación de energía, 
para  este  fin  los  residuos  deben  ser  transformados  en  diversos  subproductos  que  darán 
lugar  a  diversas  formas  de  energía  como  la  electricidad,  el  vapor,  y  la  producción  de 
combustibles  líquidos empleados para  tal  fin. Otro tipo de alternativas contemplan el uso 
de estos residuos para la producción de compuestos de interés como azucares y polímeros 
utilizados ampliamente en diversas industrias  (Fig. 1.4) (Sánchez 2009). 
Sin embargo   es necesario el empleo de diferentes metodologías para el  tratamiento de 
estos  compuestos, estas  se  clasifican en  térmicas o dependientes de  altas  temperaturas, 
químicas  y  biológicas,  centrándose  la  atención  en  esta  última  por  la  amplia  variedad  de 
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Se han propuesto variados usos para los productos de la biodegradación de estos residuos, 
dentro  de  los  cuales  podemos  encontrar  la  utilización  como  materia  prima  para  la 
producción  de  etanol,  para  la  manufactura  de  papel,  como  compost  para  el  cultivo  y 
directamente para alimentación animal (Singh & Ashok 2009). En la Tabla 1.5 se encuentran 
diferentes  ejemplos  de  microorganismos  empleados  para  la  degradación  de  diferentes 
clases  de  materiales  lignocelulósicos  y  los  productos  que  se  han  evaluado  de  estas 
degradaciones. 
 
Muchas  de  las  investigaciones  se  han  llevado  acabo  con  el  propósito  de  encontrar  un 
combustible   alternativo, empleando métodos biológicos, debido al efecto positivo de  los 
biocombustibles  en  el  ambiente.  El  etanol  por  ejemplo  es  usado  como materia  prima  o 
como  aditivo  para  la  gasolina,  en  Brasil  y  EEUU  por  ejemplo  se  produce  etanol  de  la 
fermentación de azucares  obtenidos de material lignocelulósico degradado biológicamente 
como  la  caña de azúcar. Así mismo desde el 2008  se han  incrementado  los estudios  con 
respecto a la utilización de residuo del cultivo de arroz para la producción de etanol, países 
como Japón, China, India y EEUU lideran las investigaciones en este campo.  Por otro lado es 
posible  igualmente  obtener  diferentes  tipos  de  compuestos  como    xantanos,  ácidos 
orgánicos,  aminoácidos  y  vitaminas  empleando  los  azucares  obtenidos  de  esta 
transformación como sustrato para la fermentación (Li et al. 2007). 
Sin embargo es importante aclarar que el uso del material lignocelulósico biodegradado no 
siempre  tiene  que  estar  condicionado  a  la  obtención  de  energía  o  de  biocombustibles, 
existen otros campos en donde estos  residuos degradados pueden emplearse de manera 
eficiente, como es el caso de las reincorporaciones en los suelos de los cultivos como abono 
orgánico. 
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los de orden físico, como la compactación lo cual limita el movimiento del agua en el suelo, 
la  erosión,  la  cual  disminuye  la materia  orgánica  afectando  los  procesos  bioquímicos  de 
disponibilidad de nutrientes debido a una disminución de microorganismos en el  suelo, y 
del orden químico (Castilla 2013). 
Dos  factores determinan en gran parte  la productividad de  la  tierra en que se  siembra el 
arroz:  la condiciones del suelo y el agua disponible.   Con respecto a  la primera, el arroz se 
cultiva  en  suelos  cuyas  propiedades  químicas  y  físicas  difieren mucho;  por  consiguiente, 
tanto las variedades como el manejo de los suelos han debido adaptarse a esas condiciones 
edáficas (Degiovanni et al. 2010), (Marentes et al. 2012). En estos suelos fértiles o de baja 
disponibilidad  de  nutrientes,  se  pueden  obtener  rendimientos  aplicando  los  elementos 
nutricionales deficientes o corrigiendo  las condiciones que  limitan  la disponibilidad de  los 
nutrientes (Degiovanni et al. 2010). 
Dentro de este contexto la incorporación de residuo degradado biológicamente al suelo en 
el cultivo del arroz puede contribuir  favorablemente en las propiedades químicas, físicas y 
biológicas del  suelo,  ayudando en  la  regulación del pH  ,  a  la  aireación  y  absorción de  la 
humedad  gracias  a  la  porosidad  del  residuo  (Figura  1.5)  (Degiovanni  et  al.  2010)Se  ha 
encontrado que  la  incorporación   puede  incrementar  incluso en 1 tonelada  la producción, 
haciendo de esta metodología una alternativa viable tanto para la disposición adecuada de 
los residuos como para el mantenimiento de  la calidad del suelo donde se  lleva a cabo el 
cultivo (Espinal 2005). 
Así mismo  el  residuo  puede  servir  de medio  para  el  desarrollo  de microorganismos  que 
pueden  crecer  sobre  los  productos  de  transformación  de  los  sustratos.  Estos 
microorganismos pueden terminar  la función de degradar el sustrato y continuar con otra 
función biológica de  importancia dentro del  ciclaje de otros nutrientes  (Degiovanni et al. 
2010). 
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Capítulo 2. Planteamiento del problema 
2.1 Justificación  
El arroz es el cereal más  importante que  se produce en el país, es el  soporte agrícola de 
nueve  departamentos  y  al  año  se  cultivan  cerca  de  490.000  hectáreas,  lo  cual  permite 
registrar  ganancias  importantes  que  sitúan  a  Colombia  como  el  segundo  productor más 
importante  en  Latinoamérica  (Ministerio  de  Agricultura  y  Desarrollo  Rural  Observatorio 
Agrocadenas Colombia 1996) 
En el año 2003, el arroz en Colombia se cultivó en 498.486 hectáreas  (Ha.) que  rindieron 
2.543.161  toneladas métricas  (Tm.) de paddy y aproximadamente 1.729.349 Tm. de arroz 
blanco (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 1996). Sin embargo el cultivo del arroz 
como  actividad  agroindustrial  ha  llevado      a  la  acumulación  de  una  gran  cantidad  de 
residuos  lignocelulósicos,  los  cuales  se  encuentran    por  el  orden  de  157  a  188  x  106 
toneladas/año (Castilla et al. 2012). 
Existen varias  formas de disposición de estos  residuos, como  las quemas agrícolas a cielo 
abierto con algunas restricciones para proteger la calidad del aire y el suelo (Espinal 2005), 
así  como  procesos  físicos  y  químicos  de  degradación  para  ser  utilizados  en  diferentes 
industrias, pero en ambos casos los costos y el transporte para ser degradarlos dificultan la 
utilización de estos métodos. 
Por otro lado el costo de los fertilizantes utilizados en el cultivo del arroz ha aumentado por 
el incremento de los precios internacionales (especialmente de los nitrogenados) y también 
por el efecto de la devaluación. Adicionalmente, su consumo  también se ha incrementado, 
en especial en las zonas donde se emplea el sistema de riego, con el fin de lograr el máximo 
de productividad de  las  variedades que  se  están  sembrando  (Ministerio de Agricultura  y 
Desarrollo Rural 1996). 
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Dentro de este contexto  el uso de los residuos  como fertilizantes orgánicos sería una mejor 
alternativa,  ya  que  la  incorporación  al  suelo mejora  las  condiciones  físico    químicas  del 
mismo,  incrementando  la  infiltración  y  retención del  agua del  suelo, protegiéndolo de  la 
erosión y así mismo  incrementando  la materia orgánica disponible que puede servir como 
nutriente  para  la  planta,  así  como  para  los  microorganismos  de  la  rizósfera  que 
proporcionan  sustento  al  crecimiento  del  cultivo  y  paralelamente  representaría  una 
alternativa sustentable del manejo de los residuos agrícolas (Pantoja Alberto 1997) (Fan et 
al. 2005). 
Sin embargo, para este fin es necesaria la acción de  microorganismos  que lleven a cabo la 
degradación del residuo, se ha centrado el interés en  las   enzimas celulasas y xilanasas las 
cuales  son  capaces  de  degradar    celulosa  y  hemicelulosa,  componentes  principales  del 
residuo del cultivo de arroz. 
 
Existen  pocos  reportes  sobre  el  uso  de  esta  técnica  para  la  degradación  de  residuos 
lignocelulósicos  “in  situ”.  En  Colombia,  FEDEARROZ  ha  evaluado  el  uso  del  hongo 
Trichoderma viride, (Marentes et al. 2012), sin embargo es necesario una investigación más 
a fondo que permita la búsqueda de  otros microorganismos que puedan aportar eficiencia 
y productividad en la degradación. De este modo se torna de gran importancia no solo aislar 
microorganismos promisorios en  la degradación de estos  sustratos,  sino  también  realizar 
una descripción del proceso que llevan a cabo los mismos con el fin de establecer el tipo de 
enzimas que se producen  y las  características de los complejos enzimáticos. 
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2.2. Pregunta de investigación 
Los   microorganismos  aislados  del  suelo  de  cultivo  de  arroz  son    capaces  de  producir 
enzimas  celulolíticas  y  xilanolíticas  capaces  de  llevar  a  cabo  la  degradación  eficiente  del 
residuo agrícola conocido como tamo o paja. 
 
2.3. Objetivos 
2.3.1 Objetivo General: 
Evaluar la degradación del tamo de arroz empleando microorganismos celulolíticos aislados 
de suelos de cultivos de arroz 
2.3.2 Objetivos Específicos: 
2.3.2.1  Seleccionar  las  cepas  con  mayor  actividad  enzimática  celulolítica  mediante 
evaluaciones cualitativas y cuantitativas. 
2.3.2.2  Evaluar  la  producción  de  glucanasas,  celobiohidrolasas,  1‐4‐β‐glucosidasas  y 
xilanasas  de    los microorganismos  seleccionados  sobre  diferentes  fuentes  de  carbono  y 
nitrógeno 
2.3.2.3 Evaluar la degradación ejercida por los aislamientos sobre el  residuo natural  
 
2.4 Metodología General 
De acuerdo al problema planteado y para dar respuesta a los objetivos propuestos se llevó a 
cabo  la metodología  que  se muestra  en  la  Figura  2.1  y  que  se  describe  brevemente  a 
continuación. 
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2.4.1 Selección de las cepas celulolíticas 
La metodología planteada en el capítulo 3 describe  la selección de  las cepas celulolíticas a 
partir de un banco de trabajo aislado de suelos de cultivo de arroz. Para ello se  llevaron a 
cabo tres metodologías sucesivas. La evaluación cualitativa en la cual se midieron los halos 
de  hidrólisis  de  las  16  cepas  en  agar  Carboximetilcelulosa,  la  evaluación  cuantitativa, 
determinando  las unidades celulolíticas  totales en  fermentación sumergida con el residuo 
como sustrato y finalmente una evaluación indirecta de degradación del sustrato por medio 
de  la  técnica  de  respirometría  obteniendo  los miligramos  de  CO2  como  producto  de  la 
degradación.  
2.4.2  Evaluación  de  la  producción  enzimática  bajo  diferentes  fuentes  de 
carbono y nitrógeno 
En el capítulo 4 se plantea la evaluación de la influencia de la fuente de carbono y nitrógeno 
en la producción del complejo enzimático celulolítico. Para ello se realizó un diseño factorial 
irregular evaluándose dos fuentes de carbono y dos fuentes de nitrógeno y la ausencia de la 
misma. Las variables de respuesta fueron  las unidades enzimáticas: exo‐1,4 β‐d‐glucanasa, 
endo‐1,4‐ β‐d‐glucanasa  y β‐glucosidasa. 
 Para evaluar  la  influencia de  la  fuente de nitrógeno en  la producción de  las  xilanasas  se 
evaluó  una  fuente  de  nitrógeno  orgánica,  una  inorgánica  y  la  combinación  de  las  dos 
fuentes. La variable de respuesta fue la unidad enzimática xilanolítica. 
2.4.3 Evaluación de la degradación del sustrato y la producción enzimática en 
fermentación solida 
Finalmente  en  el  capítulo  5  se  describe  la metodología  para  evaluar  la  degradación  del 
sustrato por el microorganismo. Se realizó una fermentación solida por 30 días evaluando la 
producción  enzimática,  igualmente  se  evaluó  el  porcentaje  de  lignina,  celulosa  y 
hemicelulosa presente en el sustrato antes y después del tratamiento biológico y se llevó a 
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Capítulo  3.  Selección  de  los  aislamientos  con  actividad 
celulolítica 
3.1 Introducción 
En un cultivo de alto interés económico como lo es el de arroz  es de  importancia diferentes 
aspectos  como  la  calidad de  la  semilla, el aporte de nutrientes a  la planta, el  sistema de 
riego entre otras.  Dentro de estas características la calidad del suelo es de interés para los 
agricultores  debido  a  que  la  capacidad  funcional  del  mismo  permite  sostener  la 
productividad  del  cultivo.  En  el  correcto  funcionamiento  del  ecosistema  del  suelo  es  de 
importancia  la presencia de  los diferentes grupos  funcionales debido a esto  la diversidad 
microbiana es de interés por la amplia variedad de sistemas enzimáticos que producen. Por 
tal motivo es  relevante determinar  las características de  los suelos  rizosféricos del cultivo 
para así conocer el estado de las comunidades en el suelo. El aislamiento y caracterización 
de los microorganismos  es de interés no solo para conocer la diversidad, sino también para 
establecer  la  participación  que  tienen  estos  en  los  procesos  de  descomposición  y 
biotransformación de los compuestos orgánicos 
Por lo anterior se realizó la  selección de los aislamientos que podrían ser promisorias en la 
producción de enzimas celulolíticas, ya que de esta forma se podrían llevar a cabo procesos 
de degradación de  los residuos del cultivo con microorganismos que presentan una mejor 
adaptación a las condiciones in situ. 
En el presente estudio se evaluaron 16 cepas fúngicas para determinar cuáles presentan la 
capacidad  de  hidrolizar  la  celulosa,  para  tal  fin  se  llevaron  a  cabo  tres  metodologías 
sucesivas dando como  resultado  la selección de  los aislamientos con actividad celulolítica 
promisoria.  
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3.2 Materiales y métodos 
3.2.1  Microorganismos 
Se  evaluaron  aislamientos  fúngicos  de  suelo  de  cultivo  de  arroz  de  fincas  de  los 
departamentos de Tolima y Meta (Gutierrez et al. 2012).  Estos se encuentran conservados 
a  4°C  en  el  banco  de microorganismos  del  Laboratorio  de  Biotecnología  Aplicada  de  la 
Pontificia Universidad Javeriana. 
3.2.2 Evaluación de la actividad cualitativa en agar celulosa 
Como  primera  evaluación  de  las  cepas  se  realizó  una  metodología  cualitativa  en  agar 
celulosa.  Para  inducir  la  producción  de  celulasas  se  empleó  el  agar  Celulosa  1%  (En  gL‐1 
extracto  de  levadura  2,5,  celulosa  alimentaria  10.0;  triptosa  2,5;  sulfato  de  amonio  0,5; 
cloruro de calcio, 0,5; fosfato monobásico de potasio, 0,1; fosfato di básico de potasio, 0,1). 
Por medio de punción se sembró el microorganismo,  las placas se  incubaron por 8 días a 
28°C y después de este tiempo se adicionó rojo congo al 1% (p/v), se llevaron a refrigeración 
por 12 hrs y posteriormente  se adicionó   NaCl al 0,85% evidenciándose  la producción de 
halos de hidrólisis.  (Liu, Zhang, Yang, Xu, et al. 2011). Se  realizó  la medición de  los halos  
empleando la siguiente formula (ver ecuación 1.1) : 
 
ܪ݈ܽ݋	݀݁	݄݅݀ݎó݈݅ݏ݅ݏ	݁݊	݉݉	 ൌ 	ܲݎ݋݉݁݀݅݋	݄݈ܽ݋	ݐ݋ݐ݈ܽ	– 	ܲݎ݋݉݁݀݅݋	݄݈ܽ݋	ܿ݋݈݋݊݅ܽ	ݔ	10				
(1.1) 
3.2.3. Análisis de los resultados 
Los resultados de  los halos de hidrólisis de  las 16 cepas   se analizaron con el software de 
estadística IBM SPSS versión 19 (Armonk, NY, USA) y Statistix. Las pruebas de normalidad se 
realizaron con el test de Shapiro‐Wilk  y la homogeneidad de varianzas con el test de Leven. 
Se aplicó un análisis Kruskal Wallis . El nivel de confianza fue del 95%. 
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3.2.4 Evaluación de la producción de celulasas en el sustrato tamo de arroz 
3.2.4.1 Cultivo del microorganismo 
Para  cuantificar  la  producción  de  enzimas  celulolíticas  se  llevó  a  cabo  una  fermentación 
sumergida en matraces de 250 ml con un volumen efectivo de 120 ml utilizando caldo tamo 
de arroz  (En gL‐1 Extracto de  levadura, 2,5; triptosa 2,5; sulfato de amonio 0,5; cloruro de 
calcio,  0,5;  fosfato  monobásico  de  potasio,  0,1;  fosfato  di  básico  de  potasio,  0,1; 
cloranfenicol, 0,1; tamo de arroz 10.0) El  inoculo consistió en 12 ml de una suspensión de 
esporas  con  una  concentración  de    106  esporas.mL‐1  de  cada  aislamiento.    Después  de 
inoculados  los matraces  se  incubaron  a  28°C,  en  una  incubadora  orbital  a  120  rpm.  El 
ensayo se llevó a cabo por triplicado y con un control abiótico que consistió en la utilización 
del mismo medio de cultivo sin inoculación del microorganismo. 
3.2.4.2 Obtención del extracto 
Se realizaron muestreos a  los 4 y 6 días debido a que en trabajos previos  llevados a cabo 
con  algunos  aislamientos  del  presente  estudio  se  encontró  la  máxima  producción 
enzimática en este lapso de tiempo (Perez & Hernandez 2011). Se tomaron 10mL de medio 
de cada uno de los matraces inoculados y del control abiótico. La muestra se   centrifugó a 
10000 rpm durante 20 minutos a 4ºC y posteriormente a 5000rpm durante 20 minutos, esto 
para separar  la biomasa y  los componentes del medio de cultivo del extracto a partir del 
sobrenadante obtenido se realizaron las pruebas de actividad enzimática. 
3.2.4.3 Actividad enzimática celulasas totales (FPasas)  
Para la evaluación cuantitativa de la actividad celulolítica se tomaron 2mL de cada extracto 
obtenido y     2mL de buffer citrato de sodio pH 5.0 y 100 mg de papel de  filtro BOECO. El 
blanco de la reacción consistió en la mezcla de 2mL de cada extracto y 2mL de buffer citrato 
sin  sustrato.  Las  mezclas  se  incubaron  a  37ºC  durante  60  minutos  (Ghose  1987). 
Transcurrido este  tiempo  se  llevó a    cabo  la determinación de azucares  reductores en  la 
muestra por medio de la técnica de DNS (Miller 1959). 
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Una unidad celulolítica se definió como la cantidad de enzima que libera 1μmol de azúcares 
reductores por minuto por litro (μmol/min.L).  
3.2.5 Evaluación de la producción de CO2  como índice de la actividad fúngica 
sobre el tamo de arroz  
Posteriormente a la evaluación enzimática se llevó a cabo un ensayo in vitro por el método 
de  respirometría  con  las  cepas  que  presentaron  actividad  enzimática    sobresaliente,  lo 
anterior para obtener información de la actividad degradativa fúngica sobre el sustrato por 
medio de la liberación de CO2. 
3.2.5.1 Obtención del  inoculo 
 Para  la obtención del  inoculo se realizó un cultivo en matraces de 250 ml con 120 ml de 
caldo Extracto de Malta (En gL‐1   extracto de Malta 20,0, peptona 1,0, glucosa 10,0)   en el 
cual se inocularon discos de agar del microorganismo, el cultivo se incubó a  28°C a 120 rpm 
y al cabo de 8 días se recuperó la biomasa por centrifugaciones sucesivas a 8.000 rpm  a 4°C 
con agua destilada estéril. La biomasa recuperada se secó en papel filtro. 
3.2.5.2 Montaje del microcosmos 
Se emplearan  frascos de vidrio de 500 ml,   donde se  introdujeron   10 g de tamo de arroz 
como  sustrato, adicionado de   40   ml de  solución de nutrientes definida por  (Mandels & 
Weber 1969)    (en gL‐1  fosfato de potasio 0,3, Sulfato de Magnesio 0,83, cloruro de calcio 
0,3,   sulfato de hierro 0,005, sulfato de manganeso 1,56 mg, Sulfato de zinc 1,4 mg tween 
80  0,2 ml  pH  6.0.)    y  un  inóculo  de  1,0  g  de  biomasa  húmeda    de  los microorganismos 
seleccionados. Dentro del frasco se introdujo a su vez un frasco estéril con 20 ml de NaOH 
0,3N, al cual se le confirmó la concentración por medio de titulación empleando biftalato de 
potasio y  fenolftaleína como  indicador. Los  frascos se sellaron con  tapones de caucho  los 
cuales constaban de una jeringa de 5 cm para liberar la tensión del gas producido dentro del 
microcosmo  y  se  incubaron  por  28  días    a  28°C.  Cada  4  días  se  realizaron  muestreos 
destructivos del hidróxido y se remplazó por una nueva trampa. El ensayo se  llevó a cabo 
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3.2.5.4 Análisis de los resultados 
Los  resultados se analizaron con el software de estadística  IBM SPSS versión 19  (Armonk, 
NY,  USA).  Las  pruebas  de  normalidad  se  realizaron  con  el  test  de  Shapiro‐Wilk    y  la 
homogeneidad de varianzas con el test de Leven. Se aplicó un ANOVA de un factor y prueba 
de Tukey. El nivel de confianza fue del 95%. 
 
3.3 Resultados y Discusión 
 
3.3.1 Actividad celulolítica cualitativa 
Del banco de microorganismos empleado en la investigación, se cuenta con 16 aislamientos 
de  los  cuales  9  pertenecen  al  género  Penicillium,  5  al  género  Aspergillus  y  2  al  género 
Paecilomyces.  Reportes  indican  que  los  primeros  dos  géneros  han  sido  ampliamente 
reconocidos  como  microorganismos  capaces  de  producir  complejos  enzimáticos 
celulolíticos de manera eficiente, sin embargo para el género Paecilomyces son menos  los 
estudios en este ámbito (Singhania et al. 2013). 
De acuerdo a un estudio anterior realizado por  (Reyes & Aguirre 2009) estos aislamientos 
presentaron actividades celulolíticas en agar Celulosa, sin embargo para el presente estudio 
fue  necesario  confirmar  dicha  actividad  e  identificar  los  aislamientos  celulolíticos 
promisorios.  Para  este  fin  se  llevó  a  cabo  una  evaluación  cualitativa  por  medio  de  la 
medición de halos de hidrolisis. La determinación cualitativa de producción de celulasas se 
lleva a cabo por medio de la utilización de carboximetil celulosa como sustrato, esta es una 
clase de   celulosa amorfa que permite  identificar  la hidrolisis de  la celulosa al adicionar el  
rojo Congo ya que este colorante es capaz de formar fuertes interacciones con polisacáridos 
unidos por enlaces β 1‐4 y al producirse  la hidrólisis del compuesto  la  interacción entre el 
colorante  y  el  polisacárido  se  pierde,  observándose  un  área  de  aclaramiento  cuando  el 
microorganismo  secreta  las  enzimas  celulolíticas,  así  que  el  halo  sería  equivalente  al 
potencial celulolítico del microorganismo (López & Freitas 2012a). 
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De acuerdo a los resultados y por medio de un análisis de diferencia de medias se encontró 
que la cepa MF 3‐69 (Aspergillus sp)  presentó el menor halo de hidrolisis, las cepas MF 3‐65 
Y 471 del genero Paecilomyces sp. MF 6‐68, MF 10‐63, MF 10‐60, MF 14‐57, MF 12,59, MF 
10‐62, MF  14‐56, y MF 3‐70 pertenecientes al género Penicillium, al igual que las cepas MF 
7‐67, MF 8‐66, MF 9‐58 del genero Aspergillus presentaron un halo de hidrolisis intermedio 
y  las cepas MF   9‐61  (Aspergillus sp) y MF 3‐64  (Penicillium sp.) generaron el mayor valor 
con  halos  de  29  y  33  mm  respectivamente  presentándose  diferencia  estadísticamente 
significativa entre los tratamientos (p<0,05) (Fig 3.1) 
Existen     diferentes especies del genero Penicillium    las cuales han  sido  reportadas como 
productoras  de  enzimas  celulolíticas,  algunos  géneros  reportados  corresponden  a  P. 
achinulatum,  P.  decumbens,  P.  occitans,  P.  funiculosum,  P.  phinophilum  y  P. 
brasilianum.(Adsul et al. 2007), (Maeda et al. 2013), (Camassola & Dillon 2009). Así mismo 
dentro del género Aspergillus  se  reportan  las especies A. niger, A. nidulans, A.  fumigatus 
entre otras.(Bansal et al. 2012), (Liu, Zhang, Yang, Wu, et al. 2011), (Lockington et al. 2002) . 
Por otro lado Trichoderma sp. ha sido especialmente estudiado para dilucidar el sistema de 
regulación enzimática celulolítica en hongos filamentosos (Ma et al. 2013). Debido a esto se 
evaluaron  dos  aislamientos  de  Trichoderma  sp.  de  diferente  origen,  empleados  como 
bioinoculantes microbianos, ya   que existen  reportes  sobre  la producción de celulasas de 
este  género  en  la  literatura,  (Liming &  Xueliang  2004),  (Latifian  et  al.  2007),  (Gutierrez‐
correa  et  al.  1999),asi mismo  uno  de  los  aislamientos  es  empleado  para  la  degradación 
artesanal  del  residuo  en  campo  sin  embargo  no  se  encontró    producción  de  halo  de 
hidrolisis en las condiciones del ensayo (Fig 3.1).  
Figura 3.1 Halos de hidrólisis en mm de las cepas 3‐70 (Penicillium sp.), 3‐65 (Paecilomyces 
lilacinum), 9‐61  (Aspergillus  sp), 3‐64  (Penicillium oxalicum), 4‐71  (Paecilomyces  sp.), 9‐58 
(Aspergillus  sp), 14‐56  (Penicillium  sp) 8‐66  (Aspergillus  sp.), 10‐62  (Penicillium  sp), 12‐56 
(Penicillium palitans), 14‐57, Trichoderma sp (A), Trichoderma sp. (B). 
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Para  realizar  la  selección  de  las  cepas  fue  necesario  plantear  otra  metodología  que 
permitiera evaluar efectivamente  la producción de celulasas por parte de  los aislamientos 
debido a que  la evaluación cualitativa no  fue concluyente al contrastar  los resultados con 
las cepas empleadas para degradar el tamo en campo,  en este caso  Trichoderma sp. el cual 
no presento un halo de hidrolisis medible. Y por otro  lado  solo 6 aislamientos presentan 
halos por encima de  la media con respecto al MF 3‐64 que  fue el aislamiento que genero 
mayor halo de hidrolisis. 
3.3.2 Evaluación  de la actividad celulolítica cuantitativa 
Posterior  a la evaluación cualitativa se llevó a cabo la cuantificación enzimática celulolítica 
de los 16 aislamientos en fermentación sumergida con tamo como fuente de carbono y con 
papel filtro como sustrato de la reacción. La cuantificación se realizó a los 4 y 6 días ya que 
por estudios anteriores dentro del grupo de investigación se estableció que en este tipo de 
medio de cultivo  la máxima producción enzimática celulolítica se obtuvo en este  lapso de 
tiempo (Perez & Hernandez 2011). 
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Como resultado de  la cuantificación de  las celulasas totales por  la  técnica con papel  filtro 
como sustrato en la reacción,  se encontró que de los 16 aislamientos solamente  las cepas 
MF  3‐64  (Penicillium  sp.    y  MF  3‐69  (Aspergillus  sp.)  presentaron  actividad  celulítica, 
obteniéndose 68 UE, y 0,6 UE  respectivamente a los cuatro días (Fig 3.2). Estos resultados 
contrastan  con  los obtenidos en  la evaluación  cualitativa  ya que el  aislamiento 3‐69 que 
presento menor  halo  de  hidrolisis,  en  este  caso  fue  una  de  las  dos  cepas  de  las  que  se 
obtuvieron unidades celulolíticas totales. Por otro lado el aislamiento MF 3‐64 fue el único 
que  presento  correspondencia  entre  las  dos  técnicas  siendo  el  microorganismo  que 
presento mayor actividad cualitativa y cuantitativa. 
Como  se  expuso  anteriormente  son  varios  los  reportes  que  se  encuentran  sobre  la 
expresión de enzimas celulolíticas por parte de diferentes cepas del genero   Penicillium al 
que corresponde el aislamiento MF 3‐64, Sin embargo existen estudios donde las unidades 
enzimáticas expresadas como FPasas debido a  la utilización de papel  filtro como sustrato 
son mucho mayores que las obtenidas por el aislamiento de estudio. Debido a que se sabe 
qué  factores  como  el  pH,  la  temperatura  y  el  tipo  de  sustrato  influye  en  la  reacción 
enzimática es posible que el resultado anterior se deba a la utilización de una clase de papel 
filtro diferente a  la  reportada por  (Ghose 1987) ya que  se  sabe que al emplear  sustratos 
diferentes en  la  reacción  se pueden obtener actividades variables. En estudios  realizados 
por  (Camassola &  J.P. Dillon 2012) se encontró que al emplear papel  filtro Whatman N°1, 
Avicel,  Celulosa  SigmaCell‐20  y  discos  de  papel  filtro  en  la  reacción  con  la  misma 
preparación de celulasa comercial se obtuvieron valores de     60.4 FPU/ mL, 14.1 FPU/mL 
34.7 FPU/mL y 35.2 FPU/ mL respectivamente, demostrándose que aun al emplear la misma 
concentración  de  enzima  los  resultados  pueden  ser  variables  dependiendo  el  sustrato 
empleado en la reacción. 
 Existen otros factores que pudieron influir en la poca actividad celulolítica registrada. En la 
técnica propuesta por  (Ghose 1987) empleando papel  filtro como  sustrato de  la  reacción 
enzimática es necesario  tener en cuenta que si bien es un método  rápido y ampliamente 
empleado para  la determinación de  celulasas  totales, existen  ciertos  factores  a  tener en 
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cuenta.    Por  ejemplo  es  necesario  que  el  extracto  enzimático  en  la  reacción  tenga  una 
concentración adecuada capaz de convertir   o degradar el 4% del sustrato en 60 minutos 
para  ser  cuantificable.  Por  otro  lado  se  sabe  que  la  técnica  es  adecuada  para  la 
determinación  de  extractos  concentrados,  siendo  inadecuado  para  preparaciones  con 
títulos bajos enzimáticos,  los cuales se pueden encontrar en sobrenadantes de cultivos de 
microorganismos que no ha sido purificados o concentrados.  (Luciano et al. 2012), siendo 
este el caso, ya que los extractos se obtuvieron por centrifugación sin realizar metodologías 
que permitieran concentrar o purificar las enzimas celulolíticas. 
Por otro  lado es probable que el  tiempo de  fermentación no haya  sido el  suficiente para 
obtener  la máxima producción  enzimática, o que  se haya  encontrado en días que no  se 
evaluaron dentro del diseño experimental. Es  importante aclarar que  la determinación de 
azucares reductores en el trabajo de (Perez & Hernandez 2011) de donde se obtuvieron los 
tiempos máximos de actividad sobre esta misma  fuente de carbono se  llevó a cabo por  la 
técnica de Somogy‐Nelson, a diferencia del presente estudio donde se empleó la técnica de 
DNS.  En  el  estudio  realizado  por    (Marjamaa  et  al.  2013)  se  encontró  que  la  mayor 
producción  enzimática  celulolítica  se  obtuvo  entre  los  4  y  6  días  de  cultivo  cuando  se 
empleó celulosa microcristalina como fuente de carbono. Esto sugeriría que al emplear una 
fuente de carbono compleja como el tamo el tiempo de máxima producción podría incluso 
superar los seis días de cultivo. 
 Al igual que en el ensayo cualitativo se evaluaron los aislamientos de Trichoderma y en esta 
ocasión  tampoco  se encontraron valores de actividad enzimática. Aunque  se  reporta que 
este microorganismo es capaz de producir grandes cantidades de enzimas celulolíticas, en la 
investigación de  (Marjamaa et al. 2013) se encontró que una cepa de Penicillium produjo  
incluso dos veces más actividad enzimática celulolítica comparado con Trichoderma ressei, 
microorganismo  ampliamente empleado para procesos de producción enzimática por  los 
altos títulos de obtención. 
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Figura 3.2 Determinación de actividad celulolítica (FPasa) de 3‐64 (Penicillium oxalicum), 3‐
70 (Penicillium sp.), 3‐69 (Aspergillus sp), Trichoderma sp. (A), Trichoderma sp. (B) con Papel 
filtro como sustrato de la reacción enzimática. 
 
 
 
 
 
 
 
Es  importante mencionar que  la diferencia entre  los resultados cualitativos y cuantitativos 
puede  estar  relacionada  con  el  medio  de  cultivo  y  el  sustrato  empleado  en  las  dos 
metodologías. Mientras  en  la  evaluación  cualitativa  se  presenta  en medio  sólido  el  cual 
puede dificultar la difusión de la enzima, en la evaluación cualitativa se encuentra en medio 
líquido y  con un  sustrato que es de mayor  complejidad ya que  se empleó el  tamo  como 
fuente  de  celulosa,  el  cual  está  compuesto  por  otros  polímeros  que  pueden  dificultar  o 
demorar la degradación. En el estudio realizado por (López & Freitas 2012a) se encontró un 
comportamiento similar, ya que los microorganismos que presentaron actividad celulolítica 
en agar celulosa no presentaron actividad enzimática FPasa ni EG. 
Debido a que  los resultados en ambas metodologías al parecer no tienen correspondencia 
se  decide  llevar  a  cabo  una metodología  indirecta  de  cuantificación  de  degradación  del 
sustrato para  lo  cual  se pre  seleccionaron    los   aislamientos Penicillium  sp. MF 3‐64, que 
presento mejor actividad  tanto cualitativa como cuantitativa, el aislamiento MF 3‐69 que 
presento  actividad  cuantitativa  celulolítica,  y  adicionalmente  se  seleccionó el  aislamiento 
Paecilomyces sp. MF 4‐71, que si bien no presentó el mayor halo de hidrolisis, presento un 
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halo de 20 mm el cual se encontraba entre  los más altos y por otro  lado este aislamiento 
representa uno de  los tres géneros que componen el banco de aislamientos con potencial 
celulolítico. 
 
3.3.4 Evaluación indirecta de la degradación del sustrato vegetal (tamo) 
Algunos  de  los  parámetros  evaluados  en  una  fermentación  solida  son  el  consumo  de 
oxígeno y/o la producción de CO2.  La metodología de respirometría puede dar información 
de  la actividad microbiana en el sustrato, siguiendo  la producción de CO2 se puede  tener 
una visión clara de  la actividad metabólica que se está  llevando a cabo en el microcosmo. 
Este  parámetro  permite  asegurar  la  biodegradabilidad  del  sustrato  en  el  medio  sólido 
(Willcock & Magan 2000), (Bellon‐Maurel et al. 2003). 
Además de esto  los procesos  en  fase  solida permiten que  le microorganismos  crezca  en 
condiciones similares a las que se encuentran en la naturaleza, produciendo conidios aéreos 
que  son  más  resistentes    (Sofía  et  al.  2001).  Debido  a  lo  anterior  la  evaluación  en 
microcosmos  permitió  simular  las  condiciones  de  la  degradación  del  sustrato  en  estado 
natural por medio del seguimiento de la producción de CO2.  
De  acuerdo  a  los  resultados  del  análisis  de  varianza,  existen  diferencias  entre  los 
tratamientos evaluados (p<0.005). Como se observa en la Figura 3.3, el aislamiento MF 3‐64  
presento  la mayor producción de CO2   obteniéndose al cabo de 28 días alrededor de 635 
mg,  seguido  de  Paecilomyces  sp.  con  299 mg  y  Aspergillus  sp.  con  180 mg.  Lo  anterior 
puede estar  relacionado   entre otros  factores    con  la producción de enzimas  capaces de 
degradar eficientemente el residuo, lo cual corresponde con los resultados obtenidos en las 
evaluaciones  anteriores  en  donde  el  aislamiento MF  3‐64  (Penicillium  sp.  )  presento  la 
mayor  actividad  celulolítica,  así  mismo  se  tienen  reportes  sobre  la  amplia  diversidad 
enzimática que producen diferentes especies de Penicillium, encontrándose producción de 
enzimas tanto celulolíticas como hemicelulolíticas  (Camassola & Dillon 2009),  (Terrasan et 
al. 2010), (Chen et al. 2010). 
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Figura 3.3 Determinación de CO2  en microcosmos en función del tiempo de las cepas MF  3‐
64 Penicillium sp. MF 4‐71 Paecilomyces sp.  MF 9‐61Aspergillus sp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
El  aislamiento  4‐71  (Paecilomyces  sp.)  presento  visualmente  mayor  colonización  del 
sustrato comparado con Penicillium sp.  (Fig 3.4), sin embargo produjo menor cantidad de 
CO2. Este  comportamiento puede estar  sujeto  a diversos  factores  como  la naturaleza del 
residuo,  la  producción  enzimática  del  microorganismo  y  la  colonización  superficial  del 
sustrato. Se ha encontrado que algunas especies de Paecilomyces son capaces de crecer en 
diversos  hábitats  como  por  ejemplo  suelo,  madera  en  descomposición  entre  otros 
materiales  lignocelulósicos.  Para  obtener  nutrientes  de  este  tipo  de  materiales 
Paecilomyces    produce  diversas  enzimas  como  EG,  hemicelulasas  y  en  algunos  casos 
ligninasas,  (Kluczek‐Turpeinen  et  al.  2007),  de  acuerdo  a  lo  anterior,  aunque  el 
microorganismo  no  produjo  la misma  cantidad  de  CO2    que  Penicillium  sp.  no  se  puede 
descartar  que  sea  un  aislamiento  promisorio  en  la  degradación  del  residuo,  ya  que  la 
actividad metabólica  puede  estar  sujeta  a  factores  como  el  porcentaje  de  humedad,  la 
temperatura  de  incubación,  y  la  adición  de  nutrientes  que  pueden  inducir  la  actividad 
enzimática  (Yang  et  al.  2006),  condiciones  que  no  se  evaluaron  en  el  ensayo.  
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Merece mencionar  que  la  tendencia    en  la  producción  de CO2      para  el  caso  de  los  tres 
microorganismos es continuar aumentando, ya que no se observó una fase de disminución 
de la producción de  CO2 en este tiempo, lo cual podría sugerir que la degradación completa 
del sustrato requiere  llevarse a cabo en un tiempo más prolongado de cultivo. En algunos 
estudios en fermentación solida empleando sustratos vegetales como el tamo el tiempo de 
evaluación supera  los 40 días  (Henriksen & Breland 1999).  Igualmente se encontró que el 
control abiótico presento una producción constante de CO2  la cual puede ser consecuencia 
de la composición normal de este compuesto en el aire, ya que en promedio se obtuvieron 
730 ppm valor que corresponde al encontrado en zonas urbanas para este compuesto. 
De  acuerdo  a  los  resultados  de  la  actividad  celulolítica  cualitativa,  cuantitativa  y  a  la 
producción de CO2  se decide que Penicillium  sp. y Paecilomyces    sp.  son  los aislamientos 
seleccionados  para  continuar  con  el  siguiente  objetivo  del  proyecto,  ya  que  presentaron 
valores significativos en una o en las tres  metodologías de selección. 
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Capítulo  4.  Evaluación  de  la  producción  enzimática  bajo 
diferentes fuentes de carbono y nitrógeno 
4.1 Introducción 
La función  de  cada una de las enzimas que componen el complejo celulolítico es de interés 
para  alcanzar  la  transformación  del  residuo  en  compuestos  aprovechables  tanto  por  la 
microbiota del suelo como por la planta debido a su acción sinérgica y cooperativa. Por este 
motivo  es  de  importancia  establecer  que  los  microorganismos  empleados  en  la 
biotransformación de  los  residuos agrícolas  sean  capaces de  sintetizarlas eficientemente. 
Así mismo el estudio de  la  influencia de diferentes  fuentes de  carbono y nitrógeno en  la 
inducción  de  la  producción  enzimática  puede  aportar  información  para  identificar  las 
características de los complejos enzimáticos. 
Las celulasas y hemicelulasas son  sistemas enzimáticos inducibles por diferentes fuentes de 
carbono, sin embargo existen otro tipo de fuentes nutricionales que podrían producir una 
respuesta en  la actividad enzimática.   Se ha  reportado que  la expresión de celulasas está 
regulada  en mayor medida  por  la  fuente  de  carbono  y  en  una menor  proporción  por  la 
fuente  de  nitrógeno,  es  así  que  la  mayoría  de  investigaciones  se  han  enfocado  en  la 
evaluación de diferentes fuentes de carbono y se ha subestimado  la  influencia que podría 
tener  la  fuente de nitrógeno en el cultivo, y más aún cuando  los microorganismos que se 
emplean para la producción enzimática están habituados a ciertas condiciones nutricionales 
propias  del  ambiente  donde  se  desarrollan  que  podrían  influir  en  la  síntesis  de  estas 
enzimas. 
 Por otro  lado muchos microorganismos han sido clasificados como celulolíticos, pero solo 
unos pocos poseen un  completo  sistema  celulolítico  capaz de  llevar a  cabo una eficiente 
degradación de la celulosa (Ahamed & Vermette 2008). 
Para  el  presente  objetivo  se  planteó  la  evaluación  del  complejo  enzimático  celulolítico 
comprendido por dos clases de enzimas denominadas: exo‐1,4 β‐d‐glucanasa (EC 3.2.1.91), 
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4.2.2 Cultivo de los microorganismos para la evaluación de celulasas 
Los cultivos se  realizaron en matraces de 250mL, con un volumen efectivo de 120 mL. Se 
empleó  la solución de macronutrientes propuesta por    (Mandels & Weber 1969)  (En gL‐1: 
KH2PO4, 0,3; MgSO4.7H2O, 0,83; CaCl2, 0,3; FeSO4.7H2O, 0,005; CaCl2, 0,02; MnSO4.H2O, 1,56 
mg; ZnSO4.7H2O, 1,4 mg y Tween 80, 0,2 mL, pH 6,0) y se adiciono  la respectiva  fuente a 
evaluar de acuerdo al diseño experimental en una concentración de 10  gL‐1  para las fuentes 
de  carbono  y      5  gL‐1    para  las  fuentes  de  nitrógeno.  Las  fuentes  de  carbono  evaluadas 
fueron, Carboximetilcelulosa  (SIGMA) y  Avicel (SIGMA) y las fuentes de nitrógeno,  Extracto 
de  levadura  (Scharlau) y Sulfato de amonio  (Merck). El  inóculo consistió en 12 mL de una 
suspensión  de  esporas  con  una  concentración  de  106  esporas.mL‐1,  de  cada 
microorganismo.  Después  de  inoculados,  los matraces  se  incubaron  a  28°C      ,  en  una 
incubadora orbital a 120 rpm por 10 días. 
4.2.3 Cultivo de los microorganismos para la evaluación de xilanasas 
Los cultivos se realizaron en matraces de 250mL, con un volumen efectivo de 120 mL  . Se 
empleó  la  solución  de  macronutrientes  propuesta  por    (Mandels  &  Weber  1969)  
adicionado de  10  gL‐1   de  Xilano SIGMA (X4252) y 5 gL‐1    la fuente de nitrógeno a evaluar. 
El  inóculo consistió en 12 mL de una suspensión de esporas con una concentración de 106 
esporas.mL‐1, de cada microorganismo. Después de inoculados, los matraces se incubaron a 
28°C    en una incubadora orbital a 120 rpm por 10 días. 
4.2.4 Obtención de los extractos 
Se  tomaron  8 ml  de muestra  a  los  0,  4,  6,  8,  y  10  días  de  cultivo,  las muestras  fueron  
centrifugados a 10000 rpm durante 20 minutos a 4ºC y posteriormente a 5000 rpm durante 
20 minutos, para  retirar  la biomasa  y  los  residuos de  cultivo,    a partir del  sobrenadante 
obtenido se realizaron las pruebas de actividad enzimática. 
 
60 
 
4.2.5 Actividades Enzimáticas 
Todas  las actividades enzimáticas  fueron determinadas espectrofotométricamente usando 
un equipo Evolution 60 UV‐VIS Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA).  
 
 
4.2.5.1 Actividad  endo‐1,4‐β‐glucanasa (EG)  
Se  realizó mezclando  500  µL  de muestra  con  500  µL  de  carboximetil  celulosa  de  baja 
viscosidad  (C 5678))  (2 % p/v) en buffer  citrato 50 mM  (pH 5.0)  a 40°C por 60 minutos. 
(Quevedo  2011).      La  cantidad  de  azúcares  reductores  en  términos  de  equivalentes  de 
glucosa,  se  determinaron  por  la  técnica  de DNS  (Miller  1959).   Una  unidad  de  actividad 
glucanasa  (UG)  es  la  cantidad  de  enzima  que  libera  1  µmol  de  azúcares  reductores  por 
minuto a las condiciones del ensayo. 
4.2.5.2 Actividad exo‐1,4‐β‐glucanasa (CBH) 
Se  evaluó  usando  como  sustrato  p‐nitrofenil‐β‐D‐celobiosido  (PNPC,  Sigma).    La  reacción 
contenía 320 µL de PNPC 5 mM en buffer acetato de  sodio 50 mM  (pH 5.0) y 100 µL de 
muestra. Esta mezcla se  incubó a 40ºC por 60 minutos. La reacción se detuvo adicionando 
250 µL de carbonato de sodio 0.5 M. La absorbancia se leyó a 400 nm. (Quevedo 2011).  La 
actividad  enzimática  se  calculó  usando  la  curva  patrón  de  p‐nitrofenol.  Una  unidad  de 
actividad exoglucanasa o celobiohidrolasa (UC)  se define como  la cantidad de enzima que 
libera 1 µmol de p‐nitrofenol por minuto a las condiciones del ensayo 
4.2.5.3 Actividad de 1‐4‐β‐glucosidasa (BGL) 
Se cuantificó usando como sustrato p‐nitrofenil‐β‐D‐glucosido (PNPG, SIGMA), siguiendo el 
mismo método que para la actividad celobiohidrolasa.. 
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4.2.5.4 Actividad xilanasa. 
 La actividad xilanasa  se determinó mezclando 500 µL de muestra con 500 µL de xilano de 
árbol de haya  (X 4252))  (2%p/v) en buffer citrato 50 mM  (pH 5.0) a 40°C por 60 minutos.  
(Driss et al. 2011). La cantidad de azúcares reductores liberados se determinó por la técnica 
de DNS con xilosa como estándar.  Una unidad de actividad xilanasa (UX)  se define como la 
cantidad de enzima que libera 1 µmol de azúcares reductores por minuto. 
 
4.2.6 Análisis de los resultados 
Para  establecer  la  influencia  de  los  tratamientos  sobre  la  expresión  de  cada  una  de  las 
enzimas, se realizó un análisis de área bajo  la curva con el programa Graphpad Prisma 6.0  
(GraphPad  Software  Inc.)  en  donde  la  variable  de  respuesta  fue  el  ABC  de  las  unidades 
enzimáticas  endo‐1,4‐β‐glucanasa,  exo‐1,4‐β‐glucanasa,  1‐4‐β‐glucosidasa  y  xilanasa. 
Posteriormente se realizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA), y   una prueba post‐
hoc de Tukey (α=0.05), en el programa estadístico  SPSS (IBM 19). 
 
 
4.3 Resultados y Discusión 
 
Para  determinar  el  efecto  que  tienen  diferentes  fuentes  de  carbono  y  nitrógeno  en  la 
producción  enzimática de  las  dos  cepas de  hongos  celulolítico  se  evaluó  la  presencia  de 
avicel,  carboximetilcelulosa  y  xilano  en  los  cultivos,  así  como  dos  fuentes  de  nitrógeno 
correspondientes  a  una  orgánica  (extracto  de  levadura)  y  una  inorgánica  (sulfato  de 
amonio),  la mezcla de estas dos y  la ausencia de fuente de nitrógeno. Adicionalmente por 
medio  del  diseño  experimental  se  logró  establecer  la  habilidad  que  tiene  cada  cepa 
(Penicillium  sp  MF  3‐64  y  Paecilomyces  sp  MF  4‐71.)  para  producir  las  enzimas  que 
componen el complejo celulolítico y una de las enzimas del complejo hemicelulolítico. 
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4.3.1 Perfil de la producción enzimática celulolítica 
Dentro  de  la  búsqueda  de  microorganismos  productores  de  enzimas  celulolíticas,  es 
importante determinar que enzimas del complejo enzimático son producidas y que factores 
pueden  tener  una  relación  directa  con  la  síntesis.  En  el  ensayo  se  evaluaron  diferentes 
fuentes de carbono y nitrógeno en fermentación liquida para establecer su influencia en la 
producción enzimática. 
De  acuerdo  a  los  resultados  se  evidencio  que  los  dos microorganismos  son  capaces  de 
producir las enzimas que componen el complejo celulolítico comprendido por la EG y la CBH 
(Figura  4.1,  Figura  4.2),  así  mismo  producen  la  enzima  β  glucosidasa,  confirmando  los 
resultados de  las evaluaciones cualitativas y cuantitativas (Cap.3) en donde se evidencio  la 
presencia  de  enzimas  celulolíticas.  Existen  reportes  donde  se  menciona  que  diferentes 
especies de Penicillium son capaces de producir  las diferentes enzimas del complejo entre 
las  que  se  encuentra  endoxilanasas,  celulasas,  arabinofuronidasas,  acetilesterasas, 
xilosidasas  (Jørgensen  et  al.  2005),  así  mismo  se  reporta  en  la  mayoría  de  estudios  a 
Paecilomyces   thermophila como productor de enzimas celulolíticas y xilanoliticas (Yang et 
al. 2006)  (Li et  al. 2006)  (Jia et  al. 2012)(Yang et  al. 2009)  .    Sin embargo es  importante 
mencionar que  los microorganismos muestran diferencias en la magnitud de la respuesta, 
presentando Penicillium sp. los valores enzimáticos más altos con respecto a las 3 enzimas. 
Los  resultados  permiten  establecer  que  existen  diferencias  en  el  comportamiento  de  la 
producción enzimática en  las tres enzimas evaluadas. En el caso de Penicillium sp MF 3‐64 
con  respecto  a  la  EG  se  encontró  que  indistintamente  del  tratamiento  con    nitrógeno, 
cuando  se  empleó  carboximetilcelulosa  como  fuente  de  carbono,  se  alcanzó  la  mayor 
actividad enzimática en el día 10 de cultivo. Se obtuvieron valores enzimáticos en un rango 
de 20 a 70 U/L.  Cuando la fuente de carbono fue avicel, la máxima producción enzimática 
fue diferente según  los tratamientos, presentándose en algunos casos en el día 6, 8 y 10. 
Los  valores  enzimáticos  se  encontraron  entre  10  y  50  U/L.  Lo  anterior  sugiere  que  la 
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producción enzimática presenta un comportamiento  irregular en el tiempo  (Figura 4.1 A1, 
A2).Para  Paecilomyces  sp.  la  producción  enzimática  se  da  desde  el  día  6  en  todos  los 
tratamientos,  a  diferencia  de    Penicillium  donde  desde  el  día  4  de  fermentación  se 
obtuvieron  altas  actividades  de  esta  enzima  (Figura  4.2  A1,A2),  por  otro  lado  el 
comportamiento  de  la  producción  es  diferente  ya  que  se  observó  un  punto máximo  de 
producción a  los 8 días y posteriormente un descenso en  la actividad, que en el caso de 
algunos tratamientos llego a cero. 
 
 Para  la CBH se encontraron valores máximos de actividad entre el día 6 y 8, encontrándose 
en la mayoría de tratamientos un descenso en la producción hacia el final del cultivo (Figura 
4.1 B1, B2).  Se encontraron diferencias en  los  valores máximos  alcanzados de acuerdo  a 
cada tratamiento 
En el caso de  la β‐ glucosidasa se obtuvieron valores máximos enzimáticos en la mayoría de 
tratamientos en los días 4 y 6 de fermentación, se identificó igualmente que después de un 
descenso  en  algunos  casos drástico de  la producción  enzimática,  esta  volvió  a  aumentar 
hacia  el  final  del  cultivo.  Se  obtuvieron  valores  enzimáticos  de  alrededor  de    4000 U/L. 
(Figura 4.1. C1,C2).  
Estos  altos  valores  de  actividad  sugieren  que  Penicillium  podría  estar  contrarrestando 
eficientemente  la  represión  catabólica  causada  por  la  celobiosa,  sintetizando  grandes 
cantidades de enzima β glucosidasa desde el  inicio de  la  fermentación  lo cual en algunos 
casos según se reporta puede ser benéfico para  la  inducción de  la producción de  las otras  
enzimas del complejo celulolítico  (Juhász et al. 2005).  Por otro lado se ha sugerido que en 
algunas especies de Penicillium la expresión de  esta enzima es constitutiva, lo cual coincide 
con  mecanismos regulatorios de otros hongos filamentosos (Sun et al. 2008a). 
 
 
 
64 
 
Figura 4.1 Cinéticas de actividad enzimática bajo diferentes fuentes de carbono y nitrógeno 
de Penicillium sp. Endoglucanasa (A1, A2), Celobiohidrolasa (B1,B2), β –glucosidasa (C1,C2) 
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En general las unidades enzimáticas obtenidas empleando Paecilomyces sp. fueron menores 
comparadas con Penicillium sp. se observó que en el caso de la enzima EG no se encuentra 
producción  enzimática  en  el  día  4,  y  este  comportamiento  se  observa  en  todos  los 
tratamientos  (Figura  4.2  A1,A2),  a  diferencia  de    Penicillium  donde  se  obtuvieron  
actividades  en  este  tiempo.  Se  observó  un  punto máximo  de  producción  a  los  8  días  y 
posteriormente un descenso en la actividad, que en el caso de algunos tratamientos llego a 
cero. El valor máximo alcanzado fue de 65 U/L. 
En el caso de  la enzima CBH y  β glucosidasa    igualmente  se observa que en el día 10 de 
muestreo  la actividad en  la mayoría de tratamientos    llegar  igualmente a cero. Los valores 
máximos de producción son de 220 U/L y 225 U/L respectivamente.  
De  acuerdo  a  los  resultados  anteriores  se  observó  que  existen  diferencias  en  el 
comportamiento  de  la  producción  enzimática  para  el  caso  de  los  dos microorganismos, 
presentando Penicillium mayor actividad enzimática en  todas  las enzimas evaluadas. Este 
aislamiento produce el doble de actividad enzimática en el caso de la CBH e inclusive supera 
en unidades de miles la actividad  β glucosidasa  con respecto a Paecilomyces. Por otro lado 
presenta producción enzimática más prolongada, ya que  inclusive en algunos tratamientos 
según los resultados la tendencia de la producción es a seguir aumentando después de los 
10  días  de  evaluación, mientras  que  Paecilomyces  detiene  la  producción  enzimática  en 
algunos tratamientos desde el día 8 de cultivo. 
 
Figura 4.2 Cinéticas de actividad enzimática bajo diferentes fuentes de carbono y nitrógeno  
de  Paecilomyces  sp.  Endoglucanasa  (A1,  A2),  Celobiohidrolasa  (B1,B2),  β  –glucosidasa 
(C1,C2) 
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4.3.2 Actividad Enzimática Endoglucanasa 
Después de realizar el análisis de área bajo la curva de las unidades enzimáticas, En el caso 
de Penicillium sp.   se encontró que existe una diferencia entre  los tratamientos evaluados 
(p<0,005), y que el  tratamiento compuesto por carboximetil celulosa y sulfato de amonio 
presento  los valores más altos de producción enzimática, en contraste con el tratamiento 
compuesto  por  esta misma  fuente  de  carbono    con  una mezcla  de  fuente  de  nitrógeno 
orgánica  e  inorgánica  el  cual  fue  el  tratamiento  que  se  presentó  menor  respuesta  de 
actividad enzimática. En el caso de Paecilomyces se encontró que el mejor tratamiento fue 
el compuesto por Avicel y Sulfato de amonio. Sin embargo es  importante resaltar que  los 
demás tratamientos con avicel presentaron muy poca respuesta. Lo anterior podría sugerir 
que  la  influencia de  la producción enzimática en el caso de  la EG podría estar sujeta a  la 
interacción entre  la  fuente de carbono y  la  fuente de nitrógeno, y adicionalmente que en 
cada microorganismo la inducción de la producción enzimática se lleva a cabo por dos tipos 
de  fuente  de  carbono  diferente,  sin  embargo  el  sulfato  de  amonio  parece  ser  la  fuente 
nutricional  que  estaría  condicionando  la  actividad  enzimática.  Aunque  se  sabe  que  las 
endoglucanasas    son generalmente  inactivas  contra  la  celulosa  cristalina,  se  cree que  los 
microorganismos  secretan múltiples endogluanasas  con un amplio  rango de especificidad 
por un sustrato para llevar a cabo una hidrolisis eficiente de los sustratos celulósicos (Abe & 
Yano  2009).  Lo  anterior  podría  explicar  por  qué  en  el  caso  de  Paecilomyces  la  mejor 
respuesta  se obtuvo  con  celulosa micro  cristalina  y no  con  carboximetilcelulosa  como  se 
encontró con Penicillium. 
Por  otro  lado  es  importante  mencionar  que  para  la  determinación  de  la  actividad 
enzimática  de  los  extractos  obtenidos  en  los  diferentes  tratamientos  se  empleó  como 
sustrato  de  la  reacción  carboximetilcelulosa,  este  sustrato  es  considerado  para  la 
determinación de EG debido a que  imposibilita el paso del polímero por  la estructura en 
forma de túnel característica de la mayoría de exoglucanasas, haciendo que la hidrolisis solo 
pueda ser  llevada a cabo por enzimas de  tipo EG. Al determinar  las unidades enzimáticas 
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por  este  método  se  está  implicando  que  la  actividad  evaluada  corresponde  en  mayor 
proporción a la enzima evaluada. 
 
4.3.3 Actividad enzimática Exoglucanasa (CBH) 
Se  estableció  que  para  Penicillium  sp.  existen  diferencias  entre  los  tratamientos  con 
respecto al area bajo la curva (ABC) de la actividad enzimática (p<0.005), y que al igual que 
en el caso de la EG el tratamiento compuesto por carboximetilcelulosa y sulfato de amonio 
(Tratamiento 3) presentó los valores más altos de actividad. Los tratamientos en los que se 
presentó menor  respuesta  corresponden  a  la  utilización  de  avicel  y  sulfato  de  amonio  y 
avicel  sin  fuente  de  nitrógeno.  Para  Paecilomyces  sp.  se  encontró  que  nuevamente    el 
tratamiento  3  generó  la  mejor  respuesta.  Es  de  interés  resaltar  que  la  enzima 
celobiohidrolasa  es capaz de hidrolizar celulosa cristalina a diferencia de la endoglucanasa, 
( Silveira et al. 2012), sin embargo las actividades enzimáticas más altas se obtuvieron con la 
celulosa amorfa. 
 En estudios realizados con H. jecorina se encontró que la estructura del sitio catalítico de la 
exoglucanasa difiere de la endoglucanasa debido a que esta última posee un sitio activo en 
forma de hendidura abierta, lo que permite su unión en cualquier ubicación a lo largo de la 
cadena siendo más efectiva en hidrolizar celulosa amorfa, mientras que en  la CBH el sitio 
catalítico  está  oculto  en  el  interior  de  una  estructura  de  túnel  formado  por  cadenas 
antiparalelas que permitirían el acceso solo de las cadenas poliméricas en los extremos, por 
lo cual esta enzima sería más efectiva en  la hidrólisis de celulosa cristalina  (Luciano et al. 
2012),      por  tal  razón  se  esperaría  que  la  respuesta  frente  al  avicel  fuera  positiva,  sin 
embargo en ambos casos la fuente de carbono que presento mejor respuesta fue la amorfa 
implicando que  las enzimas celobiohidrolasas de ambos microorganismos son estimuladas 
por  fuentes  con mayor proporción de  celulosa amorfa. Adicionalmente, de acuerdo a  los 
resultados  anteriores,  debido  a  que  la  mayor  actividad  Endoglucanasa  se  obtuvo  con 
Carboximetilcelulosa, es posible que la inducción de la CBH se halla dado en mayor medida 
en esta misma fuente debido a que se sabe que las enzimas actúan de forma sinérgica y se 
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esperaría que al haber actividad Endoglucanasa alta  se estimulara  la producción de CBH. 
Con respecto a lo anterior, en estudios llevados a cabo con T. ressei se encontró que existe 
una inducción cruzada de las enzimas, y que en algunos casos para llevar a cabo la hidrolisis 
de  un  sustrato  en  común  es  necesaria  la  expresión  tanto  de  EG  como  de CBH,  así  cada 
enzima tenga cierta especificidad por un tipo de celulosa diferente. (Sun et al. 2008b)  
Adicionalmente  se  sabe  que  la  hidrólisis  enzimática  en  general  contempla  tres  pasos:  la 
adsorción de la enzima a la superficie, la hidrólisis de la celulosa y la desorción de la enzima 
del sustrato. Acerca de esto se ha encontrado que la hidrolisis de la celulosa amorfa se lleva 
a  cabo más  rápido  que  la  cristalina  y  esto  podría  influir  en  el  grado  de  adsorción  de  la 
enzima al sustrato  (Bansal et al. 2009); este  factor   podría  incidir en  la recuperación de  la 
enzima  en  el  extracto  y  por  consiguiente  a  las  bajas  actividades  enzimáticas  registradas 
cuando avicel fue la fuente de carbono.    
 
4.3.4 Actividad enzimática β‐glucosidasa 
La enzima  β‐  glucosidasa es  altamente dependiente de  las  condiciones del  cultivo,  se ha 
sugerido que existen más de un  tipo de β‐ glucosidasa y que estas ejercen un  importante 
papel en la síntesis de EG y CBH por medio de la formación de inductores enzimáticos. 
 Al  igual  que  en  las  anteriores  actividades  enzimáticas, Penicillium  sp  y   Paecilomyces  sp 
presentaron nuevamente  los mayores valores de actividad enzimática  con el  tratamiento 
compuesto por carboximetilcelulosa y sulfato de amonio, presentándose diferencias entre 
tratamientos  (p<0,005).  Este  comportamiento  ha  sido  igualmente  reportado  en  otro 
ensayo, en donde se encontró que el sulfato de amonio presento un efecto positivo en  la 
producción de  la enzima.  (Maeda et  al.  2013). Por otro  lado  la  alta  actividad  enzimática 
obtenida  nuevamente  en  este  tratamiento  podría  explicar  el  que  se  hayan  encontrado 
igualmente  las actividades más altas de EG y CBH en este mismo  tratamiento, ya que  se 
sabe que la β‐ glucosidasa puede contribuir a la alta actividad celulasa debido a la formación 
de  inductores de  las demás enzimas del  complejo  celulolítico por esta enzima.(Jun et  al. 
2011) 
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4.3.5 Perfil de la actividad enzimática xilanolítica 
Dentro del proyecto de investigación se decidió evaluar una de las enzimas que componen 
el complejo necesario para degradar los compuestos hemiceluloliticos, la enzima xilanasa es 
de  importancia en  los procesos degradación debido a que el xilano es el polímero que se 
encuentra en mayor proporción en la hemicelulosa.(Oliveira et al. 2006). 
 Se encontró que los microorganismos producen la enzima xilanasa, sin embargo Penicillium 
sp. produce los valores más altos de actividad. Así mismo el perfil de producción enzimático 
es  diferente  en  cada  caso,  ya  que  mientras  en  el  caso  de  Penicillium  sp.  las  mayores 
actividades  se obtienen en el  cuarto día  con valores entre 400 y 600 U/L  , en el caso de 
Paecilomyces sp. éstas se obtienen entre el octavo y décimo día de cultivo con valores entre 
45 y 80 U/L. Lo anterior sugiere que Penicillium  lleva a cabo una eficiente degradación del 
xilano a diferencia de Paecilomyces y que este a su vez requiere un tiempo de adaptación 
más largo al sustrato para comenzar a producir las enzimas. 
Figura 4.4  Evaluación de la producción de xilanasas bajo diferentes fuentes de nitrógeno de 
Penicillium sp. (A) y Paecilomyces sp. (B) 
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4.3.7  Influencia  de  la  fuente  de  carbono  y  nitrógeno  en  la  producción 
enzimática de Penicillium sp. y Paecilomyces sp. 
Se  ha  determinado  que  la  expresión  de  celulasas  y  hemicelulasas  está  controlada 
principalmente  por  fuentes  de  carbono.  En  presencia  de  D‐glucosa  la  transcripción  se 
encuentra  reprimida, mientras  que  en  ausencia  de  ésta  y  en  la  presencia  de  celulosa  la 
transcripción  es  fuertemente  inducida.  Aún  más,  las  enzimas  celulolíticas  pueden  co‐
inducirse por diversos mono y disacáridos, como soforosa, xylobiosa,  lactosa, D‐xylosa y L‐
sorbosa.  Sin  embargo  existen  diferentes  mecanismos  de  regulación  de  las  enzimas 
celulolíticas y algunos involucran procesos más globales.  
En general  las dos cepas evaluadas producen  los mejores valores enzimáticos celulolíticos 
cuando  la  fuente  de  carbono  es  carboximetil  celulosa.  Este  comportamiento  ha  sido 
reportado antes con cepas de Penicillium persicinum y Penicillium  brasilianum, en donde se 
ha encontrado que  la EG y  la CBH son mayormente  influenciadas por  la presencia de esta 
fuente (Jørgensen et al. 2005) 
Con respecto a  la regulación de  la expresión de  las celulasas se sabe que  la producción de 
enzimas basales representa uno de los elementos más importantes. Estas bajas cantidades 
de enzima hidrolizan  la celulosa presente en el medio produciendo oligosacáridos solubles 
los  cuales  ingresan  a  la  célula  y  generan una  respuesta de  inducción enzimática  (Suto & 
Tomita 2001)  . Existe evidencia de que  la actividad celulolítica basal es un  factor  limitante 
en la inducción de la síntesis de celulasas en presencia de celulosa. (Sun et al. 2008b).  
 Es  posible  que  la  diferencia  de  la  respuesta  en  los microorganismos  este  dada  por  los 
niveles de expresión que generan estas concentraciones basales y así mismo la facilidad de 
degradación que tenga el sustrato empleado para inducir la producción enzimática (avicel y 
carboximetilcelulosa), ya que en este caso la celulosa amorfa podría estar siendo degradada 
más rápidamente y así generar una mejor respuesta enzimática. 
En  el  caso  de  la  influencia  de  la  fuente  de  nitrógeno  sobre  la  producción  enzimática  se 
encontró  que  la  combinación  de  sulfato  de  amonio  y    CMC  como  fuente  de  carbono 
presento una influencia positiva en la producción enzimática de las enzimas endoglucanasa, 
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celobiohidrolasa  y  β  glucosidasa  en  el  caso  de  Penicillium  sp.  presentándose  diferencias 
entre  tratamientos. Este mismo comportamiento se encontró en el caso de  la producción 
de las enzimas celobiohidrolasa y β‐ glucosidasa por Paecilomyces sp.  
La influencia de la fuente de nitrógeno inorgánica  en la producción enzimática puede estar 
relacionada  con  los  hallazgos  de  Lockington  y  colaboradores  (2002),  quienes  mediante 
estudios de producción enzimática celulolítica empleando diferentes  fuentes de nitrógeno 
encontraron una alta actividad enzimática en condiciones de represión por amonio cuando 
se evaluó la mutación en el gen areA de Aspergillus nidulans el cual está relacionado con la 
expresión  de  genes  que  codifican  para  enzimas  involucradas  en  el  metabolismo  del 
nitrógeno    (Lockington  et  al.  2002).  Igualmente  en  el  estudio  de   Divanery & Hobley  se 
encontró que  la  adición  de  fuente  orgánica  de  nitrógeno  registro  los mismos  valores de 
actividad que el  tratamiento  sin  fuente de nitrógeno,  lo anterior  indica que el  sulfato de 
amonio  fue  suficiente  para  incentivar  el  crecimiento  celular  y  la  producción  enzimática 
celulolítica.  
Aunque no hay  suficiente  información  sobre  la  regulación en géneros  como Penicillium  y 
Paecilomyces,  por  los  resultados  obtenidos  se  podría  encontrar  algún  grado  de  similitud 
entre el  comportamiento  en  la  regulación de  la producción de  celulasas  entre estos dos 
microorganismos y Aspergillus, ya que se evidencio una marcada influencia de el sulfato de 
amonio en la producción enzimática y por ende en la inducción de los genes que codifican 
para  las enzimas del complejo celulolítico. Por otro  lado es  importante mencionar que en 
los suelos de donde se obtuvieron los aislamientos la forma predominante de nitrógeno es 
el  amonio  (Castilla  et  al.  2012)  lo  anterior  podría  sugerir  que  los  microorganismos  se 
encuentran habituados a esta fuente nutricional. 
En el caso de las xilanasas, como se mencionó anteriormente se encontraron diferencias en 
la  respuesta  enzimática  entre  los  tratamientos  y  el  control,  lo  cual  sugiere  que  aunque 
existe una  estimulación de  la producción  enzimática  cuando hay presencia de  fuente de 
nitrógeno,  esta  respuesta  no  está  directamente  relacionada  con  una  de  las  dos  fuentes 
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estudiadas,  lo  cual  no  implica  que  pueda  responder  diferente  con  otro  tipo  de  fuentes 
nutricionales tanto orgánicas como inorgánicas. 
En general  se  sabe que  sustratos a base de celulosa  son capaces de  incentivar  la  síntesis 
enzimática, sin embargo en el ensayo se encontró que  la fuente de nitrógeno podría estar 
jugando  un  papel  determinante  en  la  síntesis.  La  utilización  de  diferentes  fuentes  de 
carbono  y  nitrógeno  permitieron  establecer  que  existe  influencia  en  la  producción 
enzimática máxima alcanzada y en los tiempos de cultivo en los que se obtiene. 
Es  importante  identificar  la  máxima  producción  enzimática  en  el  complejo  celulolítico 
debido a que este es un factor que puede influir en el sinergismo que presentan las enzimas 
cuando llevan a cabo la hidrolisis en cooperación. La máxima producción enzimática puede 
llevar a la saturación de los sitios de unión a sustrato, por este motivo establecer las perfiles 
de producción enzimática se hace necesario para determinar en qué punto podría ser más 
eficiente la degradación (Gan et al. 2003). Existen otros factores que  así mismo tienen una 
influencia en la hidrólisis, entre los que se encuentra la concentración de sustrato, el grado 
de polimerización, la accesibilidad a la celulosa, la capacidad de adsorción, la cristalinidad, la 
concentración enzimática entre otros. 
Debido a que  las actividades enzimáticas más altas de EG, CBH, β –glucosidasa y xilanasas, 
se obtuvieron con  la cepa Penicillium sp., y que además  los tiempo a  los que se alcanza  la 
máxima  producción  enzimática  son menores  con  este  aislamiento,  se  decide  seleccionar 
este microorganismo para continuar con la última fase de la investigación que consiste en la 
evaluación del microorganismo sobre el residuo determinándose   distintos parámetros de 
degradación del mismo. 
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Capítulo  5.  Evaluación  de  la  degradación  del  tamo  por  el 
aislamiento seleccionado 
5.1 Introducción 
La reutilización de los residuos de cosecha como sustrato para compostaje, biofertilizantes, 
y enmiendas orgánicas es de interés en cultivos donde se requiere fertilización constante y 
donde  los  suelos  necesitan  ser  reparados  constantemente  por  la  pérdida  de  materia 
orgánica que conlleva las actividades agrícolas. 
Se han estudiado tanto procesos de fermentación líquida como sólida buscando los mejores 
rendimientos  en  la  obtención  de  diferente  tipo  de  productos  y  así  mismo  una  mayor 
degradación de los  residuos. Sin embargo la fermentación solida ofrece diferentes ventajas, 
como  lo son   el contacto directo con el sustrato y  la reducción de costos por concepto de 
utilización de energía en el proceso. 
Así mismo los procesos de degradación de sustratos complejos como los residuos agrícolas 
involucran  diferentes  factores  que  pueden  afectar  el  proceso  enzimático  que  se  lleva  a 
cabo; las características del sustrato, la temperatura, la cepa empleada para la degradación 
y el porcentaje de humedad son algunos de  los más  importantes. El residuo del cultivo de 
arroz,  se  encuentra  compuesto  por  celulosa  y  hemicelulosa  y  en menor  porcentaje  por 
lignina.  Esto  hace  que  los  microorganismos  que  se  requieren  para  llevar  acabo  la 
degradación  deban  ser  capaces  de  producir  enzimas  celulolíticas  y  hemicelulolíticas 
principalmente para hidrolizar  los polímeros que constituyen  la pared celular vegetal y así 
obtener  fuentes  fácilmente  asimilables  en  el  suelo.  Penicillium  sp.  se  aisló  de  suelos  del 
cultivo  (Gutierrez  et  al.  2012),  y  se  esperaría  que    este  habituado  a  las  características 
propias del mismo, así mismo a través de la investigación se logró establecer que es capaz 
de producir las distintas enzimas del complejo celulolítico y hemicelulolítico. Sin embargo es 
de interés evaluar el comportamiento del microorganismos sobre el sustrato en condiciones 
de  poca  humedad    y  disminución  de  nutrientes  fácilmente  asimilables.  Por  tal  razón  se 
77 
 
planteó  en  el  presente  objetivo  una  fermentación  solida  empleando  el  residuo  como 
sustrato, la cual se llevó a cabo por 20 días evaluándose las distintas enzimas del complejo 
celulolítico, así como la disminución de ciertos componentes del residuo que pueden sugerir 
que se está llevando a cabo una degradación eficiente del sustrato. 
 
5.2 Materiales y Métodos 
 
5.2.1 Evaluación de la actividad enzimática “in vitro” de los microorganismos 
sobre el sustrato 
Los ensayos de degradación directa por el microorganismo, se realizaron en  fermentación 
sólida utilizando como sustrato el residuo. La fermentación se realizó en frascos con 10g de 
tamo,  se  adicionó  el  medio  base  de  (Mandels  &  Weber  1969)    (En  gL‐1:  KH2PO4,  0,3; 
MgSO4.7H2O,  0,83;  CaCl2,  0,3;  FeSO4.7H2O,  0,005;  CaCl2,  0,02;  MnSO4.H2O,  1,56  mg; 
ZnSO4.7H2O,  1,4  mg  y  Tween  80,  0,2  mL,  pH  6,0),  el  ensayo  se  llevó  a  cabo  con  una  
humedad  del    63%,  el  inoculo  consistió  en  una  suspensión  de  esporas  con  una 
concentración de 106 esporas/ml. Se incubó en condiciones estáticas a 28°C durante 20 días.  
5.2.1.1 Obtención de los extractos enzimáticos 
Se retiraron 3 frascos cada cinco días y se adicionaron 90 ml de buffer acetato   pH 5.0, 50 
mM,  para  realizar  la  extracción  enzimática,  se  mantuvo  en  agitación  por    5  horas, 
posteriormente se centrifugó a 10.000 g por 20 min y a 8.000 g por 15 min para separar la 
biomasa y el sustrato del sobrenadante. 
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5.2.1.2 Actividad Enzimática 
Las  actividades  enzimáticas  fueron  determinadas  a  partir  del  extracto  obtenido 
anteriormente. Se empleó un equipo Evolution 60 UV‐VIS Thermo Scientific Co  (Waltham, 
MA, USA).  
 
5.2.1.3 Actividad  endo‐1,4‐β‐glucanasa  
Se realizó mezclando 500 µL del extracto con 500 µL de CMC de baja viscosidad (C5678) (2 
%  p/v)  en  buffer  citrato  50 mM  (pH  5.0)  a  40°C  por  60 minutos.  (Quevedo  2011).      La 
cantidad de azúcares reductores en términos de equivalentes de glucosa, se determinaron 
por la técnica de DNS (Miller 1959).  Una unidad de actividad glucanasa (UG) es la cantidad 
de  enzima  que  libera  1  µmol  de  azúcares  reductores  por minuto  a  las  condiciones  del 
ensayo. 
5.2.1.4 Actividad exo‐1,4‐β‐glucanasa.  
Será evaluó usando como sustrato p‐nitrofenil‐β‐D‐celobiosido (PNPC, Sigma).   La reacción 
contenía 320 µL de PNPC 5 mM en buffer acetato de  sodio 50 mM  (pH 5.0) y 100 µL de 
muestra. Esta mezcla se  incubó a 40ºC por 60 minutos. La reacción se detuvo adicionando 
250 µL de carbonato de sodio 0.5 M. La absorbancia se leyó a 400 nm. (Quevedo 2011).  La 
actividad  enzimática  se  calculó  usando  la  curva  patrón  de  p‐nitrofenol.  Una  unidad  de 
actividad exoglucanasa o celobiohidrolasa (UC)  se define como  la cantidad de enzima que 
libera 1 µmol de p‐nitrofenol por minuto a las condiciones del ensayo 
5.2.1.5 Actividad de 1‐4‐β‐glucosidasa.  
Se cuantificó usando como sustrato p‐nitrofenil‐β‐D‐glucosido (PNPG, SIGMA), siguiendo el 
mismo método que para la actividad celobiohidrolasa.. 
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5.2.1.6 Actividad xilanasa. 
 La actividad xilanasa  se determinó mezclando 500 µL de extracto con 500 µL de xilano de 
árbol de haya  (SIGMA)  (2%p/v) en buffer citrato 50 mM  (pH 5.0) a 40°C por 60 minutos.  
(Driss et al. 2011). La cantidad de azúcares reductores liberados se determinó por la técnica 
de DNS con xilosa como estándar.  Una unidad de actividad xilanasa (UX)  se define como la 
cantidad de enzima que libera 1 µmol de azúcares reductores por minuto. 
5.2.2 Determinación de lignina celulosa y hemicelulosa del residuo 
La determinación  fue  realizada por  el  Laboratorio de Nutrición Animal de  la Universidad 
Nacional de Colombia. Se realizó con el sustrato antes y después de la fermentación sólida, 
empleando en  cada  caso  la misma  cantidad de  sustrato  (60  g).  Se determinó  la  fibra en 
detergente neutro y fibra en detergente acido, así como el porcentaje de lignina, celulosa y 
hemicelulosa según la metodología de (Soest et al. 1991). 
5.2.3 Análisis cualitativo de la degradación 
Para realizar un registro cualitativo de la degradación del sustrato se observaron mediante 
microscopia electrónica de barrido (MEB)  a 500 y 1000 X  muestras del residuo al finalizar 
los 20 días de fermentación sólida y del control abiótico. Las determinaciones se realizaron 
en  el  Laboratorio  de Microscopia  Electrónica  de  la  Universidad  de  los  Andes,  donde  se 
cuenta  con  un microscopio    JOEL, modelo  JSM  6490‐LV,  las muestras  se  observaron  en 
platina de enfriamiento. 
 
5.3 Resultados y discusión 
Como objetivo final del proyecto se planteó la evaluación de la degradación del residuo en 
fermentación  sólida  por  el  microorganismo  seleccionado  (Penicillium  sp.)  haciendo  un 
seguimiento  de  la  producción  enzimática,    la  disminución  del  contenido  de  celulosa  y 
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hemicelulosa y  la confirmación cualitativa de  la colonización y  la degradación del sustrato 
por MEB. 
 
5.3.1 Actividad Enzimática 
En  la Figura 5.1 se muestran   los resultados de actividad  de las enzimas tanto celulolíticas 
como  xilanasa, se observó que esta enzima requerida para degradar la hemicelulosa, tuvo 
valores similares en los primeros 10 días de cultivo y posteriormente presentó un aumento 
del  doble  de  la  actividad  registrada  anteriormente,  así  mismo  las  enzimas  EG  y  β  –
glucosidasa  presentaron  un  aumento  en  la  actividad  en  este mismo  tiempo.  Lo  anterior 
sería  de  esperarse  teniendo  en  cuenta    las  características  de  composición  de  sustratos 
complejos como el tamo, en la cual la hemicelulosa se encuentra recubriendo la celulosa y 
por este motivo es esencial degradar primero este heteropolimero para así poder acceder a 
la celulosa. Los altos valores enzimáticos  registrados en el cultivo estarían permitiendo  la 
degradación de la hemicelulosa y de esta forma la celulosa amorfa y cristalina se hace más 
accesible  para  el  microorganismo.  Por  esta  razón  los  valores  más  altos  de  las  demás 
enzimas se encuentran a partir de este tiempo de cultivo, ya que al estar en contacto con el 
sustrato  se produce una  inducción de  la producción  enzimática,  además de otro  tipo de 
azúcares que pueden producirse en la hidrólisis de la hemicelulosa y que pueden estimular 
la producción de celulosas.  
Por otro  lado  la CBH presenta mayor actividad al  finalizar  la  fermentación probablemente 
porque la celulosa cristalina podría estar más disponible en el residuo en este tiempo y así 
mismo por  la   existencia de extremos  reductores producto de  la acción de  la EG.   Se   ha 
demostrado  que  existe    una  correlación  entre  la  superficie    accesible  para  las  enzimas 
celulolíticas y la degradación de los materiales lignocelulolíticos. Cuando el área de contacto 
de  la  enzima  aumenta,  se  hace más  factible  la  acción  hidrolitica  sobre  el  sustrato,  este 
acceso a esta área puede estar relacionado con el grado de  cristalinidad, la proporción de  
lignina, hemicelulosa o por todos los factores anteriores (Bansal et al. 2009) 
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Figura 5.1 Actividad enzimática en la fermentación sólida. Endoglucanasa (EG), Xilanasa 
(XS), β –glucosidasa (BGS), Celobiohidrolasa (CBH). 
 
 
 
 
 
 
 
A  partir  de  los  anteriores    ensayos  se  determinó  la  capacidad  que  tiene  el  asilamiento 
Penicillium sp. MF 3‐64 para producir  las distintas enzimas necesarias para  la degradación 
de  la  celulosa  y  así  mismo  es  posible  que  sintetice  diferentes  enzimas  capaces  para 
degradar la hemicelulosa, probándose la producción de  la xilanasa en fuentes nutricionales 
simples. En la fermentación solida se logró establecer del mismo modo que el sustrato tiene 
una influencia positiva en la inducción de la actividad enzimática. Se obtuvieron 747,64 U/g 
de  β  glucosidasa,  138,38  Celobiohidrolasa  U/g,      10,01  U/g  Endoglucanasa  y  88,47  U/g 
xilanasas, estos valores de actividad enzimática al ser comparados con los obtenidos frente 
a otros  residuos empleando otros microorganismos celulolíticos,  son de  interés, debido a 
que  en el  caso  de  la  enzima  β  ‐glucosidasa  y Celobiohidrolasa  se  presentan    actividades 
enzimáticas mayores  que  las  reportadas  por   microorganismos  empleados  comúnmente 
para degradar este tipo de residuos (Tabla 5.1) . En el caso de la EG los valores de actividad 
son similares a los encontrados en residuos de arroz como paja y cascarilla. Sin embargo se 
presentaron diferencias  importantes en  la magnitud de  la respuesta de  la enzima xilanasa 
comparada con estos microorganismos. Lo anterior podría estar relacionado con diferentes 
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Otro aspecto de  interés en  la alta producción enzimática producida por Penicillium sp.  se 
centra  en  la  utilización  de  esta  cepa  para  alcanzar  una  degradación  más  eficiente  del 
residuo, ya que en el caso de Trichoderma, microorganismo ampliamente empleado para la 
producción  de  enzimas  celulolíticas,  la  deficiencia  en  la  producción    de  β  glucosidasa 
disminuye  el  desempeño  del  microorganismo  durante  la  hidrolisis  de  materiales 
lignocelulósicos.    Aunque  se  encontró  actividad  xilanasa más  baja  comparada  con  otros 
microorganismos  (Tabla 5.2), es  importante  resaltar que Penicillium  sp. MF 3‐64 produce 
todas las enzimas del complejo y que  la enzima  β glucosidasa  presenta igualmente valores 
más altos que los encontrados en la literatura utilizando este tipo de residuos pretratados. 
Igualmente  es  de  importancia  establecer  el  comportamiento  de  Penicillium  sp.  frente  a 
sustratos complejos, ya que  se han descrito   especies de este género con  la habilidad de 
producir  altos  valores  de  celulasas  y  hemicelulasas,  pero  no  se  conoce mucho  sobre  la 
regulación  y  producción  de  estas  enzimas  comparado  con  Trichoderma  y  Aspergillus 
(Jørgensen et al. 2005). 
Adicionalmente  es  importante  la  determinación  de  otros  parámetros  dentro  de  la 
fermentación producto de la acción enzimática sobre el sustrato. Los azúcares solubles en la 
muestra pueden ser un indicativo de la actividad degradativa del residuo (Liu & R 2000). En 
la  (Figura  5.2)  se  muestran  los  azucares  liberados  en  el  medio  y  las  actividades  EG  y 
Xilanasa. Se observa que a medida que hay puntos de actividad enzimática altos, existe un 
estancamiento en la concentración de azucares, lo cual podría sugerir que a medida que hay 
una actividad enzimática creciente, el microorganismo consume  los azucares  liberados por 
la degradación del sustrato, sin embargo es  importante mencionar que  la  tendencia en  la 
producción  de  azucares  es  a  aumentar  en  el  tiempo,  lo  cual  podría  deberse  a  la  rápida 
actividad enzimática que produce el microorganismo, y es de interés porque podría sugerir 
que se está llevando a cabo efectivamente la degradación del residuo, lo cual daría paso a la 
obtención de fuentes carbonadas sencillas de fácil asimilación que pueden ser de utilidad al 
momento de incorporar el residuo en el suelo. Por otro lado, el aumento en los azucares del 
día  15  al  20 podría  ser  producto  de  la producción  de  la  CBH  y  EG,  las  cuales  presentan 
niveles máximos de producción en este lapso de tiempo. 
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Figura 5.2 Actividad enzimática en la fermentación sólida. Endoglucanasa (EG), Xilanasa 
(XS), y Azucares reductores producidos 
 
 
 
 
 
 
 
5.3.2 Determinación de Celulosa y Hemicelulosa 
A  demás  de  la  determinación  enzimática,  existen  otros  parámetros  que  pueden  dar 
información  de  la  degradación  que  está  ocurriendo  en  el  sustrato.  La  determinación  de 
componentes estructurales de la pared celular vegetal aporta información sobre el proceso 
de  hidrolisis  que  se  lleva  a  cabo  en  la  fermentación  sólida.    Después  de  los  20  días  de 
fermentación solida se obtuvo una disminución de 4,6  % en el contenido de celulosa y 4,4% 
en el contenido de hemicelulosa  (Tabla 5.2). Estos porcentajes de  reducción son mayores 
que los obtenidos con otros tratamientos como por ejemplo el químico, donde se consiguen 
reducciones de  tan  solo del   3.2% en  la  cantidad de hemicelulosa en el  residuo de arroz 
(Rahnama et al. 2013). Sin embargo  se encontró un aumento en el porcentaje de  lignina 
pasando de 3 a 5,9 %. Este resultado puede estar relacionado con diferentes factores como 
el  tratamiento  biológico  en  sí,  ya  que    es  posible  que  por  la  acción  degradativa  del 
microorganismo  sobre  los otros  componentes del  residuo,  la  lignina este más expuesta a  
ser detectada. Así mismo es probable que   la diferencia se deba a  la técnica empleada. En 
tratamientos químicos llevados a cabo sobre residuos agrícolas, en la determinación de los 
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estudio  llevado  a  cabo  sobre  varias  fracciones  de  residuo  de  arroz  diferentes 
morfologicamente se encontraron diferencias en la hidrolisis y en la producción de azucares 
reductores.  Generalmente  la  fracción  con  el  promedio  más  bajo  de  tamaño  de  fibras,  
menor  contenido  de  células  del  parénquima,  y  de  la  epidermis,  menor  porcentaje  de 
lignina, es hidrolizado más rápidamente. El tamo de arroz   es un residuo heterogéneo, sin 
embargo presenta bajo contenido de lignina comparado con otros residuos. Esto facilita su 
degradación por los microorganismos celulolíticos (Jin & Chen 2006)(Liu & R 2000). 
 Al  contrarrestar  las  barreras que  tiene  la  planta,  el microorganismo debe    como  primer 
paso    colonizar  el  sustrato,  la  adhesión  al mismo  hace  que  pueda  diseminarse  de  una 
partícula  a  otra.  Algunos  hongos  son  capaces  de  producir  estructuras  hifales  que  les 
proporcionan mayor penetración y adhesión al sustrato, así mismo son capaces de producir 
polisacáridos  para  tal  fin.    La  accesibilidad  al  sustrato  esta  inicialmente  dada  por  las 
hendiduras en  la pared celular vegetal. En el caso del  tamo se observa que presenta una 
estructura irregular y porosa que pueden facilitar la entrada del microrganismo. En la Figura  
5.3  A  se  aprecia  la  efectiva  colonización    cuando  se  observó  un  corte  longitudinal  del 
sustrato  a  los  20  días  de  fermentación  sólida.  En  la  imagen  se  observan  los  conidios 
producidos por el microorganismo y así mismo en  la Figura 5.3 B se detalla el entramado 
hifal que recubre el sustrato. 
Por otro lado la especificidad del microorganismo es crítica en la fermentación solida debido 
a  la  complejidad  del  sustrato  la  cual  hace  necesaria  la  producción  de  un  complejo 
enzimático  específico  para  su  degradación.  La  composición  del  complejo  enzimático 
depende  tanto del microorganismos  como del  sustrato  (Tengerdy &  Szakacs 2003). En  la 
Figura  5.3 C,D  se  evidencia  el  cambio  de morfología  del  residuo  con  respecto  al  control 
abiótico. Se aprecia  la perdida de  la estructura de  los haces vasculares de  la planta y una 
desintegración  de  las  fibras  que  componen  las  estructuras  de  las  paredes  celulares.  Lo 
anterior producto de la continua degradación del residuo por el microorganismo. 
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después de  la fermentación sólida, aunque se registró un aumento en  la concentración de 
lignina, y el análisis del residuo por MEB confirmo  la colonización del sustrato y el cambio 
estructural del mismo.  
La evaluación del  crecimiento  y establecimiento del microorganismo  sobre el  sustrato es 
clave  si  se  pretende  llevar  a  cabo  estudios  que  permitan  realizar  determinaciones  de 
degradación  en  campo.  Las  condiciones  de  la  fermentación  solida  fueron  discretas  en  el 
sentido que no se adiciono ninguna  fuente sencilla de carbono como sustrato  inductor de 
crecimiento,  lo cual haría que el microorganismos pudiera establecerse más  rápidamente 
en  el  sustrato.  Lo  anterior  permite  establecer  una  visión  del  comportamiento  del 
aislamiento frente a condiciones que se podrían presentar en una degradación in situ. Con 
respecto a esto,  los suelos de donde fue obtenido el aislamiento presenta alta tendencia a 
la pérdida de materia orgánica debido a  las  constantes actividades agrícolas y así mismo 
presentan valores de pH  ligeramente ácidos con una retención de agua moderada (Castilla 
et al. 2012)Lo anterior es de interés ya que el microorganismo demostró un establecimiento 
sobre el sustrato en condiciones de baja humedad y con el residuo como única fuente de 
carbono y nitrógeno. 
Por otro  lado   el proceso de fermentación solida   ofrece diferentes ventajas como el poco 
requerimiento de   energía, además puede  solucionar  los problemas de disposición de  los 
residuos sólidos que se presentan en el cultivo del arroz. Generalmente se ha aceptado que 
en  la fermentación solida se obtienen rendimientos más altos de actividad enzimática, sin 
embargo  no  hay  una  escala  o  método  que  permita  comparar  la  productividad  en 
fermentación  sólida  y  liquida.  Sin  embargo  se  acepta  que  estos  altos  rendimiento  se 
obtienen  debido  a  que  el microorganismo  se  encuentra  directamente  sobre  el  sustrato 
natural y esto probablemente aumenta la inducción de la producción enzimática y por ende 
la degradación del mismo (Ghanem et al. 2000). 
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6. Conclusiones y Recomendaciones 
 
6.1 Conclusiones 
 
 Las actividades agrícolas producen diferentes tipos de residuos, en algunos casos estos son 
aprovechables en diferentes procesos, sin embargo  los costos de transporte, disposición y 
tratamiento dificultan  su uso. En el  caso del  tamo de arroz,  la producción del  residuo es 
igual o mayor que  el producto de  interés,  esto hace que  la  acumulación  sea uno de  los 
inconvenientes  que  se  presenta  en  estos  cultivos  lo  cual  conlleva  a  diferentes  tipos  de 
problemas  tanto sanitarios como de disposición. En  la presente  investigación se  realizó  la 
selección de un aislamiento celulolítico, el cual presenta actividades enzimáticas de interés 
para  la  degradación  del  residuo  agrícola  compuesto  principalmente  por  celulosa  y 
hemicelulosa.  Lo  anterior  resulta  de  interés  debido  a  la  necesidad  de  emplear  estos 
residuos  como  fuente  adicional  de  materia  orgánica  biotransformada  que  permita 
aumentar el contenido de nutrientes en el suelo. 
 
De acuerdo a las metodologías de selección de los aislamientos Penicillium sp. MF 3‐64 fue 
el  microorganismo  que  presento  mejor  desempeño  en  la  degradación  de  celulosa  de 
acuerdo a la metodología cualitativa por medición de halos de hidrolisis de celulosa en agar, 
en  la  cuantificación  de  celulasas  totales  a  partir  de  la  fermentación  sumergida  en  caldo 
tamo  y  además  presento  mayor  producción  de  CO2    en  el  ensayo  de  respirometría 
empleando le residuo como sustrato. Adicionalmente el aislamiento Paecilomyces sp. MF 4‐
71 presentó igualmente actividad celulolítica y producción de CO2. Aunque las tres técnicas 
son diferentes entre si en cuanto a las variables de respuesta y a las condiciones del ensayo, 
estas permitieron la selección de los dos microorganismos para continuar con la evaluación 
del complejo enzimático. 
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En  la evaluación de  la producción enzimática celulolítica y hemicelulolítica bajo diferentes 
fuentes  de  carbono  y  nitrógeno  se  estableció  que  los  microorganismos  presentan 
diferencias  en  la  producción  enzimática  siendo  Penicillium  sp.  el  microorganismos  que 
presenta  mayor  actividad  en  todas  las  enzimas  evaluadas,  en  el  caso  de  la  CBH  se 
obtuvieron incluso valores del doble de actividad, y en el caso de la β –glucosidasa inclusive 
la diferencia es de 2000 Unidades enzimáticas. 
Así mismo se estableció que  la fuente de celulosa amorfa presenta una  influencia positiva 
en la inducción de la producción enzimática de todas las enzimas y adicionalmente la fuente 
de nitrógeno inorgánica demostró ser igualmente importante en la producción enzimática. 
Es  así  que  el  tratamiento  compuesto  por  esta  combinación  presento  en  la mayoría  de 
actividades  enzimáticas  evaluadas  las mayores  unidades.  En  el  caso  de  las  xilanasas  se 
evidencia una  influencia de la fuente de nitrógeno en  la producción enzimática pero no se 
estableció  una  relación  directa  del  tipo  de  fuente  y  la  inducción  de  la  producción.  Los 
anteriores resultados son similares en los dos microorganismos. 
En  la  evaluación  del  aislamiento  seleccionado  (Penicicillium  sp.)  sobre  el  sustrato  se 
encontró disminución de la proporción de celulosa y hemicelulosa en el residuo después de 
la  fermentación  sólida,  por  otro  lado  se  encontró  alta  producción  enzimática  CBH  y  β  –
glucosidasa, con producciones que superan incluso en  600 unidades al ser comparados con 
otros estudios en  residuos similares. Así mismo se encontraron valore de actividad EG de 
interés. Por otra parte    se encontró producción de   azucares  reductores,  lo  cual permite 
establecer  que  se  está  llevando  a  cabo  una  degradación  del  residuo.  Adicionalmente  se 
estableció  la  efectiva  colonización  del  sustrato  y  la  desintegración  de  la  estructura  del 
mismo. 
Los anteriores hallazgos permiten establecer que el aislamiento Penicillium sp. MF 3‐64 es 
un  microorganismo  promisorio  en  la  degradación  eficiente  del  residuo  del  cultivo, 
degradando  los  compuestos  que  se  encuentran  en  mayor  proporción  en  la  planta, 
permitiendo avanzar hacia la siguiente etapa del proyecto que busca evaluar consorcios de 
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microorganismos  como  alternativa biológica para  la degradación  y  la  reincorporación del 
tamo de arroz. 
 
6.2 Recomendaciones 
En  la metodología  indirecta  de  selección  de  las  cepas  llevada  a  cabo  por  la  técnica  de 
respirometría  se  observó  que  la  tendencia  de  producción  de  CO2    es  a  continuar 
aumentando, por  lo  tanto el  llevar el ensayo por más  tiempo que el evaluado permitiría 
establecer los tiempos de degradación máximos 
En  la  evaluación  de  diferentes  fuentes  de  carbono  y  nitrógeno  sobre  la  expresión  de 
celulasas  y  hemicelulosa  seria  de  interés  evaluar  otras  fuentes  que  permitieran  conocer 
mejor  el  comportamiento  del  aislamiento  seleccionado  frente  a  diferentes  condiciones 
nutricionales. 
Así mismo es importante establecer la producción de otras enzimas necesarias para llevar a 
cabo  la degradación de  la hemicelulosa ya que en el estudio se decidió evaluar  la xilanasa 
debido a  la alta presencia de  xilano en el heteropolimero,  sin embargo este puede estar 
conformado por otro tipo de polímeros haciéndose necesario determinar otras actividades 
enzimáticas. 
En algunos microorganismos se ha encontrado  la posible  influencia de componentes de  la 
hemicelulosa en el proceso de inducción de celulasas y viceversa, por tal razón la evaluación 
de enzimas celulolíticas empleando xilano como fuente de carbono es recomendable. 
Finalmente debido a  los  importantes  resultados de colonización, producción enzimática y 
degradación del  residuo,  la evaluación del microorganismo en  condiciones  similares a  las 
del cultivo  sería  recomendable. En algunos estudios  se  llega  incluso a evaluar mezclas de 
suelo proveniente del cultivo y el residuo a degradar para determinar el establecimiento del 
aislamiento. 
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A. Anexo 
 Composición de medios de cultivo 
Agar Celulosa 1% (p/v) 
Celulosa alimentaria           10g/L  
Extracto de levadura          2,5g/L  
Triptosa                     2,5g/L  
Sulfato de amonio           0,5g/L  
Cloruro de calcio           0,54g/L  
Fosfato monobásico de potasio       0,1g/L  
Fosfato dibásico de potasio        0,1g/L  
Cloranfenicol       0,1g/L 
 
 Caldo tamo de arroz al 1%(p/v)  
Tamo de arroz           10g/L  
Extracto de levadura          2,5g/L  
Triptosa             2,5g/L  
Sulfato de amonio           0,5g/L  
Cloruro de calcio           0,5g/L  
Fosfato monobásico de potasio       0,1g/L  
Fosfato dibásico de potasio         0,1g/L  
Clorafenicol       0,1g/L 
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B. Anexo 
Curvas de calibración para los métodos analíticos 
 
Curvas de calibración para la determinación de azucares reductores 
 Curva de calibración empleando glucosa como patrón 
Para las determinación de azucares reductores en la muestra en la actividad enzimática EG 
se empleó glucosa como patrón en la técnica de DNS. 
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Curva de calibración empleando xilosa como patrón 
 
Para  las  determinación  de  azucares  reductores  en  la muestra  en  la  actividad  enzimática 
Xilanasa se empleó xilosa como patrón en la técnica de DNS. 
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Curva de calibración de p‐nitrofenol 
Determinación de p‐nitrofenol en la muestra en la actividad enzimática CBH y β ‐glucosidasa  
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C.Anexo 
Análisis estadísticos 
Análisis de varianza para los diámetros de los halos de hidrolisis 
 
Kruskal‐Wallis All‐Pairwise Comparisons Test of diametro by Aislamiento 
 
Aisl.    Mean  Homogeneous Groups 
   4   47.000  A 
   3   43.500  AB 
   6   41.167  AB 
   1   34.833  AB 
   5   34.667  AB 
   2   29.167  AB 
   8   28.833  AB 
  10   24.667  AB 
  13   23.500  AB 
   9   21.500  AB 
  12   20.167  AB 
   7   13.500  AB 
  11   9.8333  AB 
  14   9.6667  AB 
  15   6.6667  AB 
  16   3.3333   B 
 
Alpha              0.05 
Critical Z Value  3,529     Critical Value for Comparison  40.343 
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Análisis de  varianza para  la producción de CO2 en  los ensayos de 
microcosmos. 
 
ANOVA de un factor 
mg_CO2   
  Suma de 
cuadrados 
Gl  Media cuadrática F  Sig. 
Inter‐grupos  668425,695  3 222808,565 665,832 ,000
Intra‐grupos  4015,581  12 334,632    
Total  672441,277  15
 
 
mg_CO2 
HSD de Tukeya   
Tratamientos  N  Subconjunto para alfa = 0.05 
1  2  3  4 
control abiotico  4  49,12398 
Aspergillus  4    130,98663    
Paecilomyces  4      249,52745  
Penicillium  4    585,63245
Sig.    1,000  1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 4,000. 
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Análisis  de  varianza  del  ABC  de  la  actividad  enzimática  de 
Penicillium sp. Análisis de varianza  del ABC de la actividad EG 
ANOVA 
ABC 
  Suma de 
cuadrados  gl 
Media 
cuadrática  F  Sig. 
Inter‐grupos  70225,983  7  10032,283 11,385 ,000
Intra‐grupos  14098,799  16  881,175    
Total  84324,782  23       
ABC 
 
Tratamientos  N 
Subconjunto para alfa = 0.05 
  1  2  3  4  5 
HSD de Tukeya  CMC+EXT+SULF  3 72,7067        
AVICEL  3 115,6267 115,6267      
AVICEL+EXT+SULF  3 144,1667 144,1667      
CMC  3   165,7333 165,7333     
CMC+EXT  3   176,3000 176,3000  176,3000   
AVICEL+SULF  3   177,9000 177,9000  177,9000   
AVICEL+EXT  3     229,8333  229,8333   
CMC+SULF  3       251,8667   
Sig.    ,127 ,236 ,210  ,094   
Duncana  CMC+EXT+SULF  3 72,7067        
AVICEL  3 115,6267 115,6267      
AVICEL+EXT+SULF  3   144,1667 144,1667     
CMC  3   165,7333 165,7333     
CMC+EXT  3     176,3000  176,3000   
AVICEL+SULF  3     177,9000  177,9000   
AVICEL+EXT  3       229,8333  229,8333
CMC+SULF  3         251,8667
Sig.    ,096 ,066 ,218  ,051  ,377
Schefféa  CMC+EXT+SULF  3 72,7067        
AVICEL  3 115,6267 115,6267      
AVICEL+EXT+SULF  3 144,1667 144,1667 144,1667     
CMC  3 165,7333 165,7333 165,7333  165,7333   
CMC+EXT  3 176,3000 176,3000 176,3000  176,3000   
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Análisis de varianza  del ABC de la actividad CBH 
 
ANOVA 
ABC 
  Suma de 
cuadrados  Gl  Media cuadrática F  Sig. 
Inter‐grupos  9890566,425  7 1412938,061 31,677 ,000 
Intra‐grupos  713665,948  16 44604,122    
Total  10604232,373  23      
 
 
ABC 
 
Tratamientos  N
Subconjunto para alfa = 0.05 
  1 2 3  4
HSD de Tukeya  AVICEL  3 80,1600      
AVICEL+SULF  3 220,2333      
CMC  3   1076,2000    
CMC+EXT  3   1317,3667    
CMC+EXT+SULF  3   1366,0000    
AVICEL+EXT+SULF  3   1535,6667 1535,6667   
AVICEL+EXT  3   1657,3333 1657,3333   
CMC+SULF  3     2046,0000   
Sig.    ,990 ,059 ,124   
Duncana  AVICEL  3 80,1600      
AVICEL+SULF  3 220,2333      
CMC  3   1076,2000    
CMC+EXT  3   1317,3667 1317,3667   
AVICEL+SULF  3   177,9000 177,9000  177,9000   
AVICEL+EXT  3     229,8333  229,8333   
CMC+SULF  3       251,8667   
Sig.    ,053 ,502 ,160  ,155   
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 3,000. 
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CMC+EXT+SULF  3   1366,0000 1366,0000   
AVICEL+EXT+SULF  3     1535,6667   
AVICEL+EXT  3     1657,3333   
CMC+SULF  3       2046,0000
Sig.    ,429 ,130 ,087  1,000
Schefféa  AVICEL  3 80,1600      
AVICEL+SULF  3 220,2333      
CMC  3   1076,2000    
CMC+EXT  3   1317,3667 1317,3667   
CMC+EXT+SULF  3   1366,0000 1366,0000   
AVICEL+EXT+SULF  3   1535,6667 1535,6667   
AVICEL+EXT  3   1657,3333 1657,3333   
CMC+SULF  3     2046,0000   
Sig.    ,998 ,200 ,057   
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 3,000. 
 
 
 Análisis de varianza  del ABC de la actividad β –glucosidasa 
 
ANOVA 
ABC 
  Suma de 
cuadrados  gl  Media cuadrática F  Sig. 
Inter‐grupos  2,761E8  7 39447046,235 9,925 ,000 
Intra‐grupos  63592361,307  16 3974522,582    
Total  3,397E8  23      
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ABC 
 
Tratamientos  N 
Subconjunto para alfa = 0.05 
  1  2  3  4 
HSD de Tukeya  AVICEL  3 1180,4667      
CMC+EXT+SULF  3 1466,3333      
CMC  3 3793,6667 3793,6667    
AVICEL+SULF  3 4871,6667 4871,6667 4871,6667   
AVICEL+EXT+SULF  3   7459,0000 7459,0000  7459,0000
AVICEL+EXT  3   7941,6667 7941,6667  7941,6667
CMC+EXT  3     9481,3333  9481,3333
CMC+SULF  3       10919,3333
Sig.    ,366 ,244 ,154  ,440
Duncana  AVICEL  3 1180,4667      
CMC+EXT+SULF  3 1466,3333      
CMC  3 3793,6667      
AVICEL+SULF  3 4871,6667 4871,6667    
AVICEL+EXT+SULF  3   7459,0000 7459,0000   
AVICEL+EXT  3   7941,6667 7941,6667   
CMC+EXT  3     9481,3333   
CMC+SULF  3     10919,3333   
Sig.    ,052 ,092 ,067   
Schefféa  AVICEL  3 1180,4667      
CMC+EXT+SULF  3 1466,3333      
CMC  3 3793,6667 3793,6667    
AVICEL+SULF  3 4871,6667 4871,6667 4871,6667   
AVICEL+EXT+SULF  3 7459,0000 7459,0000 7459,0000   
AVICEL+EXT  3 7941,6667 7941,6667 7941,6667   
CMC+EXT  3   9481,3333 9481,3333   
CMC+SULF  3     10919,3333   
Sig.    ,064 ,169 ,124   
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 3,000. 
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 Análisis  de  varianza  del  ABC  de  la  actividad  enzimática  de 
Paecilomyces sp. Análisis de varianza  del ABC de la actividad EG 
 
ANOVA de un factor 
ABC   
  Suma de 
cuadrados 
gl  Media cuadrática F  Sig. 
Inter‐grupos  39749,601  7 5678,514 38,678 ,000 
Intra‐grupos  2055,405  14 146,815    
Total  41805,007  21      
 
 
ABC 
  Tratamientos  N  Subconjunto para alfa = 0.05 
  1  2  3  4  5 
HSD de Tukeya,b 
AVICEL+EXT+SULF  3 ,0000        
AVICEL+EXT  3 1,9877        
AVICEL  3 14,0600  
CMC+EXT+SULF  3 23,2533        
CMC  3 27,7433 27,7433      
CMC+EXT  3   60,3267 60,3267     
CMC+SULF  2 86,0600   
AVICEL+SULF  2       144,6000  
Sig.    ,218 ,104 ,289  1,000  
Duncana,b 
AVICEL+EXT+SULF  3 ,0000        
AVICEL+EXT  3 1,9877        
AVICEL  3 14,0600 14,0600      
CMC+EXT+SULF  3 23,2533 23,2533      
CMC  3   27,7433      
CMC+EXT  3     60,3267     
CMC+SULF  2       86,0600  
AVICEL+SULF  2         144,6000
Sig.    ,059 ,236 1,000  1,000 1,000
Schefféa,b 
AVICEL+EXT+SULF  3 ,0000        
AVICEL+EXT  3 1,9877  
AVICEL  3 14,0600        
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CMC+EXT+SULF  3 23,2533 23,2533      
CMC  3 27,7433 27,7433      
CMC+EXT  3 60,3267 60,3267   
CMC+SULF  2     86,0600     
AVICEL+SULF  2       144,6000  
Sig.    ,471 ,169 ,560  1,000  
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 2,667. 
b. Los tamaños de los grupos no son iguales. Se utilizará la media armónica de los tamaños de los grupos. Los niveles de error de tipo I no 
están garantizados. 
 
 Análisis de varianza  del ABC de la actividad CBH 
 
ANOVA de un factor 
ABC   
  Suma de 
cuadrados 
Gl  Media cuadrática F  Sig. 
Inter‐grupos  449753,513  7 64250,502 5,087 ,003
Intra‐grupos  202078,377  16 12629,899    
Total  651831,890  23      
 
 
ABC 
  Tratamientos  N  Subconjunto para alfa = 0.05 
  1  2  3 
HSD de Tukeya 
AVICEL+EXT+SULF  3 57,1700    
CMC  3 131,0667    
CMC+EXT+SULF  3 168,5433    
AVICEL  3 183,0333
CMC+EXT  3 234,5667 234,5667  
AVICEL+EXT  3 270,5667 270,5667  
AVICEL+SULF  3 351,9000 351,9000  
CMC+SULF  3 527,7333
Sig.    ,079 ,082  
Duncana  AVICEL+EXT+SULF  3 57,1700
   
CMC  3 131,0667
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CMC+EXT+SULF  3 168,5433 168,5433  
AVICEL  3 183,0333 183,0333
CMC+EXT  3 234,5667 234,5667  
AVICEL+EXT  3 270,5667 270,5667  
AVICEL+SULF  3 351,9000 351,9000 
CMC+SULF  3     527,7333 
Sig.    ,053 ,089 ,073 
Schefféa 
AVICEL+EXT+SULF  3 57,1700
CMC  3 131,0667    
CMC+EXT+SULF  3 168,5433 168,5433  
AVICEL  3 183,0333 183,0333  
CMC+EXT  3 234,5667 234,5667
AVICEL+EXT  3 270,5667 270,5667  
AVICEL+SULF  3 351,9000 351,9000  
CMC+SULF  3   527,7333  
Sig.  ,245 ,092
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 3,000. 
 
 
8.3.4.3 Análisis de varianza  del ABC de la actividad β –glucosidasa 
 
ANOVA de un factor 
ABC   
  Suma de 
cuadrados 
gl  Media cuadrática F  Sig. 
Inter‐grupos  1127359,719  7 161051,388 59,841 ,000 
Intra‐grupos  43061,285  16 2691,330    
Total  1170421,004  23
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ABC 
  Tratamiento  N  Subconjunto para alfa = 0.05 
  1  2  3  4 
HSD de Tukeya 
CMC  3 237,6667      
AVICEL  3 333,3667 333,3667    
CMC+EXT  3   390,0667    
AVIEL+EXT  3 404,1000  
AVICEL+EXT+SULF  3   410,1000    
CMC+EXT+SULF  3   441,9000    
AVICEL+SULF  3   458,1000    
CMC+SULF  3 1007,2500   
Sig.    ,370 ,127 1,000   
Duncana 
CMC  3 237,6667      
AVICEL  3 333,3667  
CMC+EXT  3   390,0667 390,0667   
AVIEL+EXT  3   404,1000 404,1000   
AVICEL+EXT+SULF  3 410,1000 410,1000   
CMC+EXT+SULF  3     441,9000   
AVICEL+SULF  3     458,1000   
CMC+SULF  3 1007,2500
Sig.    1,000 ,114 ,165  1,000
Schefféa 
CMC  3 237,6667      
AVICEL  3 333,3667 333,3667  
CMC+EXT  3 390,0667 390,0667    
AVIEL+EXT  3 404,1000 404,1000    
AVICEL+EXT+SULF  3 410,1000 410,1000    
CMC+EXT+SULF  3 441,9000  
AVICEL+SULF  3   458,1000    
CMC+SULF  3     1007,2500   
Sig.    ,073 ,339 1,000   
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 3,000. 
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Análisis de varianza  del ABC de la actividad Xilanasa 
 
 
ANOVA de un factor 
ABC   
  Suma de 
cuadrados 
gl  Media cuadrática F  Sig. 
Inter‐grupos  19630,337  3 6543,446 99,816 ,000 
Intra‐grupos  524,440  8 65,555    
Total  20154,777  11      
 
 
ABC 
  Tratamientos  N  Subconjunto para alfa = 0.05 
  1  2  3  4 
HSD de Tukeya 
XILANO  3 271,4333  
XILANO+SULF  3   302,7333    
XILANO+EXT+SULF  3     348,1667   
XILANO+EXT  3       376,4000
Sig.  1,000 1,000 1,000  1,000
Duncana 
XILANO  3 271,4333      
XILANO+SULF  3   302,7333    
XILANO+EXT+SULF  3 348,1667   
XILANO+EXT  3       376,4000
Sig.    1,000 1,000 1,000  1,000
Schefféa 
XILANO  3 271,4333  
XILANO+SULF  3   302,7333    
XILANO+EXT+SULF  3     348,1667   
XILANO+EXT  3       376,4000
Sig.  1,000 1,000 1,000  1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 3,000. 
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Determ
 
 
 
 
exo 
inación de Celulosa y hemicelulosa 
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